








Bildung von Hefewuchsstoff 
durch Erwiirmung von Zucker mit Ammonium- 
hydroxyd. 
Von 
Vagn Hartelius und Niels Nielsen. 
(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


( Binge gangen am IS, Dezember 19140.) 


Wie Nielsen und Hartelius 1932 nachwiesen, entsteht bei Erwarmung 
von Zuckerarten mit organischen Sauren und besonders mit deren 
Ammoniumsalzen ein Wuchsstoff, der auf Aspergillus niger wirkt. 
Spater zeigten Nielsen und Dagys (1940), daB sich bei einer derartigen 
Erwarmung auberdem ein auf Hefe wirkender Wuchsstoff bildet. Ver- 
mutlich handelt es sich dabei um zwei verschiedene Wuchsstoffe. Eine 
Vorbedingung fiir Entstehung des Hefewuchsstoffes ist namlich die 
Anwesenheit von Ammoniumionen, wahrend sich Aspergillus niger- 
Wuchsstoff auch ohne diese bildet: jedoch wirkt das Vorhandensein 
von Ammoniumionen férdernd auf die Bildung des Aspergillus niger- 
Wuchsstoffes. 

Die Bedingungen fiir Entstehung des Hefewuchsstoffes wurden 
spiterhin von Nielsen und FKistrup (1940) untersucht. Hierbei wurde 
versucht festzustellen, welche Zuckerarten und welche organischen 
Sauren Wuchsstoffbildung veranlassen kénnen: ebenso wurde der EinfluB 
von Erwarmungstemperatur, Wasserstoffionenkonzentration usw. auf 
die Bildung des Hefewuchsstoffes untersucht. Die Ergebnisse der 
Untersuchung hinsichtlich der wirksamen oder nicht wirksamen Zucker- 
arten sind vollstandig klar, wahrend sich die Ergebnisse hinsichtlich 
der Bedeutung der organischen Sauren nicht véllig reproduzieren 
lieBen. Wir haben deshalb die Frage nach der Bedeutung der organischen 
Sauren fiir die Bildung des Hefewuchsstoffes einer erneuten Priifung 
unterzogen; bei dieser Gelegenheit wurden auch einige anorganische 
Sauren untersucht. 

Versuchsergebnisse. 

Zur Messung der Wuchsstoffwirkung der verschiedenen Lésungen 
wurde die gew6hnliche Methodik benutzt (Vielsen und Hartelius 1940). 
Da der bei Erwairmung entstehende Hefewuchsstoff dieselbe Wirkung 


wie §-Alanin zu haben scheint, mit dem er vielleicht identisch ist (Vielsen 
und Dagys 1940, Nielsen und Kistrup 1940), so wurde bei jedem Versuch 
gzugleich eine Versuchsreihe mit verschiedenen Konzentrationen von 
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$-Alanin angesetzt. Hierdurch lieB sich berechnen, welcher p-Alan 
menge die verschiedenen Zusatze von Wuchsstoffpraparaten entspreche; 
diese Werte sind in den Tabellen angegeben. In einigen Fallen ergab 
die gréBten Zusitze von Hefewuchsstoff eine verhaltnismaBig schwacher 
Wirkung als die kleineren Zusatze, vermutlich infolge der Anwesenly 
eines hemmenden Stoffes im Praparat: in diesen Fallen wurden ly 
Beurteilung der Wirkung des Praparates die geringeren Zusatze zugrund 
gelegt. SchlieBlich waren einige Versuche so umfassend, daB infoly 
der langen Zeit, die das Filtrieren in Anspruch nahm, die Hefe in de: 
zuletzt filtrierten Kolben vermutlich wahrend des Filtrierens der erste; 
Kolben noch etwas gewachsen war. Bei derartigen Versuchen wurde: 
deshalb mehrere Reihen von Koiben mit /-Alanin genommen, die z1 
verschiedener Zeit filtriert wurden, so daB man hinsichtlich des erwahnte: 
Zeitfaktors korrigieren konnte. 


AuBer den gewohnlichen Nahrstoffen (Nielsen und Hartelius 1940 


enthielt die Nahrlésung 0,1 y Biotin, 0,005 Mol Na-Citrat und 50» 


Aneurin pro Liter; in einer Nahrlésung von dieser Zusammensetzuny 
erhalt man die besten Ausschlige fiir $-Alaninzusatz. 


In den ersten Versuchen wurde die Entstehung von Hefewuchsstoft 
bei Erwarmung von Glucose mit den Ammoniumsalzen verschiedene: 
organischer und anorganischer Séuren untersucht. Die zu erwarmenden 
Lésungen waren hinsichtlich der Glucose und der Séuren 0,05 mol.:; vor 


Erwarmung wurden sie auf py 4,5 bis 5,0 eingestellt (Nielsen und Eistriyp 


1940). Die Lésungen wurden 50 Minuten lang auf 134° erwarmt. Von Fett 
siuren wurden die sechs ersten sowie Caprylsaure untersucht; Propionsaur 
verursacht sehr starke Bildung von Hefewuchsstoff, wihrend die andere: 
Sauren nur Bildung geringer Mengen veranlassen. Ferner wurden ve: 
schiedene Dicarbonsiuren, Tricarbonsiuren und Oxyséuren gepriift, vo 
denen einige bei allen Versuchen starke Bildung von Hefewuchsstoff |}. 
wirken; dies gilt fiir Citronenséiure, Bernsteinsiure, Weinsaiure und 
Hydracrylsiure. Dagegen ergeben andere Séuren bei einigen Versuche: 
eine starke, bei anderen Versuchen jedoch nur recht geringe Entstehung 
von Wuchsstoff; so bewirken Ammoniumsulfat und Ammoniumphosphat 
bei den meisten Versuchen keine oder nur schwachere Bildung von Hetfe 
wuchsstoff, wahrend diese bei einzelnen Versuchen recht kraftig ist. 

Da sich bei diesen Versuchen zeigte, daB sich ihre Ergebnissé 
oftmals nicht wiederholen lassen, und da es andererseits schwer erklarba! 
ist, weshalb so verschiedenartige Substanzen wie z. B. Ammonium 
propionat, Ammoniumcitrat oder Ammoniumsulfat durchweg aus 
gezeichnete Bildung von Hefewuchsstoff ergeben, so kamen wir zu der 
Auffassung, daB der Wuchsstoff aus Zucker und Ammoniumion entsteht 
wahrend der Saéurerest nur von sekundarer Bedeutung ist. Wir ver 
suchten deshalb, die Bildung von Hefewuchsstoff durch Erwarmuny 
von Glucose mit Ammoniumhydroxyd herbeizufiihren, wobei sich ergab 
daB eine 0,1 mol. Lésung von Glucose und Ammoniumhydroxyd be) 
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30 Minuten langer Erwarmung auf 134° ebensoviel oder vielleicht 
och mehr Hefewuchsstoff bildet als eine 0.1 mol. Lésung von Glucos 
nd Ammoniumtartrat. 


labellel. Heftewuchsstoffbildunginerwarmter 0,] mol. Lésung vo 
(ilucose-Ammoniumtartrat und 0,1 mol, Lésung von Glucose 
Ammoniumhydroxyd. Zum Vergleich B-Alanin 


Nahrlésung mit O,1 + Biotin, 50+ Aneurin und 0,005 mol. Na-Citrat pro 
Liter. Versuchsdauer 26 Stunden 














Hefetrocken- Hefetrocken 
P- substanz : substanz 
Zusatz pro 50cem pro 50 cem Zusatz pro 50 cem pro 50 ccr 

mg mye 

10 ecm 36,3 Q,2 cem Glucose- 34.0 

5 «ss 36,0 0,1 | Ammonium- | 30,0 
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Tabelle | zeigt die Hefewuchsstoffwirkung von zwei Praparaten, 
die auf die beiden Arten hergestellt waren: die Glucose-Ammonium- 
tartratl6sung wurde vor Erwarmung auf py 10 bis 11 eingestellt. Wie 
man sieht, nimmt in beiden Fallen die Wirkung mit Zusatz steigender 
Mengen zu, bis sie bei Zugabe von 0,5 ccm pro 50 ccm ebenso stark ist 
wie die maximal erreichbare Wirkung von /-Alanin: dariiber hinaus 
bleibt die Wirkung des aus Glucose-Ammoniumtartrat hergestellten 
Priparates bei Zusatz gréBerer Mengen unverandert (entsprechend 
der nicht mehr zunehmenden Wirkung bei Zusatz gréBerer Mengen 
p-Alanin), wahrend die Wirkung des Glucose-Ammoniumhydroxyd- 
priparates wieder abnimmt, und zwar um so mehr, je gréBere Mengen 
zugefiigt werden. Dies beruht sicher auf einem Gehalt der Lésung an 
hemmenden Substanzen. Wahrend 0,5 cem beider Praparate, wie gesagt, 
die gleiche Hefewuchsstoffwirkung ergeben, zeigt sich beim Vergleich 
der Wirkungen geringerer Zusatzmengen, da} das Praparat aus Glucose 
Ammoniumhydroxyd anscheinend eine etwas (um 25 bis 50°.) gréBere 
Wirkung hat als das Praparat aus Glucose-Ammoniumtartrat. 

In einem vorlaéufigen Versuch wurde nun die Bedeutung gepriift. 
die die Konzentration des Ammoniumhydroxyds fiir die Wuchsstoff- 
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bildung hat. Die zu erwiarmenden Lésungen enthielten 0,1 mol. Gluco 
wahrend die Konzentration des Ammoniumhydroxyds von 0 bis 1,0 nx 
variierte; sie wurden wahrend 50 Minuten auf 134° erwarmt. 


Tabelle Il. Hefewuchsstoffbildung bei Erwarmung von 0,1 mo 
Glucoselésung mit steigenden Mengen von Ammoniumhydrox\y; 





q a : Die einem cem Lésung ‘ Die einem cem Lisu 
Ammonium iydroxyd- entsprechende Menge Ammoniumhydroxyd- entsprechende Meng 
konzentration 8- Alanin konzentration 3-Alanin 

Mol pro Liter ; Mol pro Liter 7 
0 0 0,1 1,0 
0,005 0,1 0,2 1,0 
0,01 0,2 0,5 1,1 
0,02 0,4 1,0 1,4 
0,05 0,8 





Wie der Versuch (Tabelle IL) zeigt, bildet sich ohne Ammonium 
hvdroxyd kein Hefewuchsstoff; bei schwacher Ammoniumhydrox yd 
onzentration ist seine Bildung geringfiigig, wahrend sie mit steigender 
Konzentration bis zu 0,1 mol. Ammoniumhydroxyd zunimmt. Weiter: 
Steigerung der Ammoniumhydroxydkonzentration veranlabt nur ge 
ringe Zunahme der entstehenden Menge von Hefewuchsstoff. Bei den 
folgenden Versuchen wurde deshalb 0,1 mol. Ammoniumhydroxyd 
verwandt. 

Diese Entstehung von Hefewuchsstoff in der Glucose-Ammonium 
hydroxydlésung kénnte auf ihrem hohen p, beruhen. Um diese Méglich 
keit zu priifen, wurde eine 0,1 mol. Lésung von Glucose mit Hilfe von 
Natriumhydroxyd auf entsprechendes py eingestellt und 50 Minuten 
lang, wie gewohnlich, auf 134° erwarmt. Es ergab sich, daB in diese: 
Lisung tiberhaupt kein Hefewuchsstoff gebildet wurde; die Entstehung 
von Hefewuchsstoff muB also auf dem Ammoniumion beruhen. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde hierauf der Einflufs von 
Erwarmungsdauer und Erwarmungstemperatur untersucht. Zum Ver 
such wurden 0,1 mol. Lésungen von Glucose-Ammoniumhydroxyvd 
benutzt, die bei fiinf verschiedenen Erwarmungstemperaturen, namlich 
25, 32, 100, 121 und 1349 untersucht wurden. Die Lésungen bei 25 
und 32° wurden unsteril in Kolben mit paraffinierten Korkstépseln 
gefiillt, da der hohe py-Wert der Lésungen Infektion verhindert. Dir 
Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle II] zusammengefaBt. 

Die Erwarmung auf 134° ergibt, wie dies auch bei Erwarmung voi 
Glucose-Ammoniumtartratlésungen der Fall ist (Vielsen und Histru; 
1940, Tabelle 2), das beste Resultat, jedoch wirkt Erwarmung auf 121 
fast ebenso gut: dagegen ist das Ergebnis bei Erwarmung auf 10‘ 


etwas geringer, wahrend bei 25 und 32° nur eine unbetrachtliche Meng 





Het 
von 
vor 
Mel 
sie 

Ter 
SO | 
Los 
tar 
Me: 
spr 
fiir 
0.6 
tar 
Uni 
COS 
Me 


ein 


vor 
Gly 
ber 
der 
jed 


Zuc 








we 


Hefewuchsstoffbildung aus Zucker und Ammoniumhydroxyd 


labelle IIT. HefewuchsstoffbildunginO,l mol. Glucose-Ammonium 
hydroxydlésung bei verschiedener Temperatur und E1 


warmungsdauer. 





Die einem cem Die einem cem 
Losung Losung 
Erwirmt auf entsprechende Erwiirmt aut ents prechende 
Menge £-Alanin Menge 3-Alani 
wahrend 30 Tagen 0,1 121° wahrend 45 Min. 0,8 
9 21) pe 
) ; () é 0.2 12] = ov a UO, 4 
12] - a 0,6 
10 6 Std. 0,8 Me : e 
A 3 at 134 2 Std. Li 
hes 0.4 134 ee 1,3 
iT 4 pe = s 
134 15 Min. 1.0 
21 t Std. ee 1354 30 1,0 
12] 2 1,3 134 | oe 0,9 
121 l 1,0 





Hefewuchsstoff gebildet wird. Es ist bemerkenswert, da die Bildung 
von Hefewuchsstoff mit Glucose-Ammoniumhydroxyd weit schneller 
vor sich geht als mit Glucose-Ammoniumtartrat. Die maximal gebildete 
Menge Hefewuchsstoff scheint nicht wesentlich gréBer zu sein, aber 
sie entsteht leichter, bei kiirzerer Erwarmungsdauer und bei niedrigerer 
Temperatur, Bei 10 Minuten langer Erwarmung auf 134° bildet sich 
so mit Glucose-Ammoniumhydroxydlésung eine 0,9 y $-Alanin pro ccm 
Lésung entsprechende Menge Hefewuchsstoff, mit Glucose Ammonium- 
tartratlésung dagegen nur eine 0,1 y 6-Alanin pro ccm entsprechende 
Menge. Bei 60 Minuten langer Erwairmung auf 121° sind die ent- 
sprechenden Zahlen 1,0 fiir Glucose-Ammoniumhydroxyd und 0.4 
fiir Glucose-Ammoniumtartrat, bei 120 Minuten Erwarmung auf 100° 
0.6 fiir Glucose-Ammoniumhydroxyd und 0,62 fiir Glucose-Ammonium- 
tartrat. Bei den ganz niedrigen Temperaturen macht sich der gleiche 
Unterschied geltend: bei 25° entsteht im Laufe von 30 Tagen mit Glu- 
cose-Ammoniumhydroxyd eine 0,10 y /-Alanin pro cem entsprechende 
Menge Hefewuchsstoff, mit Glucose-Ammoniumtartrat dagegen nur 
eine 0,02 y 6-Alanin pro ccm entsprechende Menge. 

Hierauf wurde die Bildung von Hefewuchsstoff durch Erwarmung 
von Ammoniumhydroxyd mit verschiedenen Zuckerarten sowie mit 
Glycerin untersucht. Zur Erwarmung wurden 0,05 mol. Lésungen 
benutzt, die bei einigen Versuchen 30 Minuten lang auf 1349, bei an 
deren 60 Minuten lang auf 121° erwarmt wurden; in allen Fallen war 
jedoch die entstandene Menge bei beiden Temperaturen so gut wie 
vleich gro 

Ein Vergleich der Zahlen fiir die mit Ammoniumhydroxyd erwarmten 
Zuckerarten (Tabelle IV) mit den entsprechenden Zahlen fiir die mit 
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Tabelle IV. Hefewuchsstoftbildung durch Erwarmung von 0.1 m: 


Ammoniumhydroxyd mit 0,05 mol. Lésung von verschieden: 
Zuckerarten usw. 








Die einem cem Lésung Die einem cem Liésy 
entsprechende Menge entsprechende Meng 
j-Alanin p-Alanin 

a ee 0.6 Rhamnose ..... 0,15 
Fructose ....... 0,8 Saccharose ..... 0.0 
Mannose ....... 0,6 Raffinose ...... 0,3 
Galaktose ...... 1,0 Glycenn ....... 0,0 
Arabinose ...... 0,6 


Ammoniumtartrat erwarmten Zuckerarten (Nielsen und Eistrup 1940 
Tabelle 4, wo jedoch 2%ige Zuckerlésungen benutzt wurden) ergibt 
gute Ubereinstimmung zwischen den beiden Versuchsreihen. Ebenso 
wie bei dem friiheren Versuch ergeben auch hier die Monosaccharicd 
die gr6Bte Ausbeute, und zwar Fructose und Galaktose eine noch etwas 
groBere als die tibrigen gepriiften Monosaccharide. Die Ausbeute an 
Hefewuchsstoff im Verhaltnis zur Zuckermenge ist mit Ammonium 
hvdroxyd am gréBten, wie es sich fiir Glucose schon im Versuch Tabelle | 
gezeigt hat. Die gepriiften Di- und Trisaccharide ergaben nur geringe 
oder gar keine Ausbeute an Hefewuchsstoff ; das gleiche gilt fiir Glycerin 
Rhamnose und Raffinose ergaben bei Erwirmung mit Ammonium 
hvdroxyd eine etwas gréBere Ausbeute als bei Erwirmung mit Ammo 
niumtartrat, wohingegen Saccharose nur bei Erwarmung mit Ammonium 
tartrat Hefewuchsstoff bildete. 


Auch Maltose und Lactose wurden bei Erwarmung mit Ammonium 
hyvdroxyd gepriift; ihr Verhalten hierbei erwies sich als abweichend 
von dem bei Erwarmung mit Ammoniumtartrat. Bei Erwarmung mit 
Ammoniumtartrat bildeten si+ so gut wie gar keinen Wuchsstoff 
wohingegen sie bei Erwarmung mit Ammoniumhydroxyd in der Rege! 
eine recht betrachtliche Wuchsstoffbildung, jedoch in von einem Versuch 
zum anderen variierender Menge, veranlaBten. In einzelnen Versuchen 
war die Wirkung des Hefewuchsstoffes so groB, daB sie nicht aus 
sehlieBlich von der Entstehung einer #-Alanin-aihnlichen Substanz 
herriihren kann, da die Lésung bei Zusatz gréBerer Mengen eine Wuchs 
stoffwirkung ergab, die die durch p-Alanin maximal erreichbare Wirkung 
noch iibertraf. Nach unseren friiheren Erfahrungen diirften Lactos: 
und Maltose in ihrer Eigenschaft als Disaccharide keine Wuchsstoff 
bildung veranlassen:; jedoch ist natiirlich die Méglichkeit gegeben 
daB bei Behandlung mit Ammoniumhydroxyd infolge des hohen » 
eine teilweise Hydrolyse des Disaccharids eintritt. Dies geschielht 


indessen nicht mit dem Disaccharid Saccharose: auch ware ein solch 
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‘erhalten keine ausreichende Erklarung fiir die entstehende Wuchs 
toffwirkung, da diese, wie gesagt, die maximal mit p-Alanin erreichbare 
Wirkung tibertrifft. Eher kénnte man diese Wirkung auf Verunreini 
cungen in den beiden Zuckerarten zuriickfiihren. Um dies festzustellen, 
wurden Losungen der beiden Zuckerarten, die nicht mit Ammonium 
hvdroxyd erwarmt waren, auf ihre Hefewuchsstoffwirkung hin gepriift 
Bei diesem Versuch zeigte sich keine Hefewuchsstoffwirkung in den 
Lésungen:; hingegen trat bei Zusatz gréBerer Mengen eine schwache 
Hemmungswirkung auf. Diese beweist, dai die Zuckerarten nicht rein 
waren, da reine Zuckerarten bei den angewandten Konzentrationen 
keine hemmende Wirkung ausiiben. Wahrscheinlich entsteht demnach 
die Wuchsstoffwirkung in den Lactose- und Maltosepraparaten durch 
Kkrwarmung dieser oder anderer Verunreinigungen in der ammonia- 


kalischen Lésung. 


rr. 
Zusammenfassung. 


Die Versuche zeigen also, da beim Erwarmen von Zuckerarten 
mit Ammoniumhydroxyd Hefewuchsstoff in ebenso groBer Menge 
entsteht wie beim Erwarmen mit Ammoniumtartrat. Seine Bildung 
veht obendrein erheblich leichter und schneller vor sich als mit Ammo- 
niumtartrat: man braucht zur Erzielung kraftiger Hefewuchsstoff- 
hildung mit Ammoniumhydroxyd nicht so stark zu erwarmen wie mit 
Ammoniumtartrat. Die maximale Menge des entstehenden Hefe- 
wuchsstoffes scheint dagegen bei Erwarmung der Zuckerarten mit 
Ammoniumhydroxyd nicht wesentlich gréBer zu sein als bei Erwarmung 
mit Ammoniumtartrat. Die Entstehung des Wuchsstoffes in der 
Glucose-Ammoniumhydroxydlésung beruht nicht auf dem hohen py 
der Lésung, da in einer mit Hilfe von NaOH auf dasselbe py ein- 
gestellten Glucoselésung keine Wuchsstoffbildung stattfindet. 


Man mu daher annehmen, daB die Bildung von Hefewuchsstoff 
allein mit Hilfe von Zucker und Ammoniumionen stattfindet. Dies 
stimmt auch mit dem friiher gefundenen Ergebnis (Nielsen und Eistrup 
1940, Tabelle 1) iiberein, wonach die Entstehung von Hefewuchsstoff 
in einer Lésung von Glucose-Ammoniumtartrat mit steigendem py 
zunimmt. Wenn auch das Tartration (ebenso wie die anderen Saurerest 
ionen) fiir die Bildung des Hefewuchsstoffes nicht notwendig ist, so ist 
es doch in anderer Weise von Bedeutung. So wirken manche Saurerest 
ionen auf die Wuchsstoffbildung hemmend: aus diesem Grunde erhalt 
man beim Erwiairmen von Glucose mit den Ammoniumsalzen dieser 
Saiuren keine Wuchsstoffbildung. Ferner kénnen gewisse Saurerest 
ionen die Entstehung wachstumshemmender Stoffe wahrend der Bi'dung 
des Wuchsstoffes verhindern. So geht aus Tabelle | hervor, daB sich 
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bei Erwarmung von Glucose-Ammoniumhydroxyd neben dem Wuc! 
stoff auch Substanzen bilden, die bei Zusatz in gréBerer Menge 
Wachstum der Hefe hemmen, wahrend bei Erwarmung von Glucos 
Ammoniumtartrat keine derartigen Hemmungsstoffe entstehen 
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Zur Frage des Vorkommens von d-Peptidasen. 
V. Mitteilung: 

Uber d-Peptidspaltung dureh Serum von Brown-Pearee-Kaninehen in 
verschiedenen Stadien der Tumorentwicklung. Verhindern d-Peptide 
die Entwicklung eines Impftumors? 

Von 
H. Bayerle, G. Borger und F. H. Podloucky. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Mi nchen.) 


( Fingegange nam 6. Januar 1941 ) 

Uberschaut man die Forschungsergebnisse iiber das Problem det 
d-Peptidasen, die im Laufe des vergangenen Jahres durch mehrere 
Autoren erzielt wurden, so fallt auf, wie sich immer mehr das Versuchs 
problem vom ursprunglichen Ziel abwendet. Galt es damals festzustellen, 
ob d-Peptidasen ein Kriterium fiir Malignitat seien (Ca-Diagnose durch 
Serumuntersuchung), ging es auBerdem noch darum, durch den Existenz 
nachweis der d-Peptidasen die Adglsche Geschwulsttheorie zu stiitzen, 
so geht es jetzt schon mehr um ein ganz allgemeines Enzymproblem. 
Wir erinnern an den Satz von Bb. Skarzynski und H.v. Euler', dab 
der Ursprung einer d-Peptidase nicht im Tumorgewebe erblickt werden 
kann, sondern da die Fahigkeit zur Spaltung der d-Peptide als eine 
teaktion des ganzen Organismus zu betrachten sei, die nicht unbedingt 
mit dem Vorkommen des Tumors verkniipft sein muB. Wir erinnern 
an Versuche, bei denen im Normalserum d-Peptidspaltung festgestellt 
wurde2, oder im Normalserum hervorgerufen werden konnte®. 

Am vordringlichsten bleibt nach wie vor, nach Zusammenhangen 
zwischen d-Enzymen und Carcinom zu suchen. 

Wir haben seinerzeit+ iiber Versuche berichtet, bei welchen der 
KinfluB von injizierten Peptiden auf das Wachstum von Tumoren 
studiert wurde. Die Fragestellung ist ebenda ersichtlich. Entgegen Ver 
suchen von Waldschmidt-Leitz haben wir keine Hemmung des Tumor 
wachstums erkennen kénnen und haben als Folge der Injektion von 
Peptid niemals oder auBerst selten eine gesteigerte Tripeptid- oder 
Dipeptidspaltung feststellen kénnen. Wir berichten im nachfolgenden 


! B, Skarzynski u. H. von Euler, Arkiv for Kemi 14, 1, 1940. \! 
heiten von EB. u. R. Abderhalden, Zeitschr. t. physiol. Chem. 265, 253, 1940 
H. von Euler u. Mitarbeiter, ebenda 265, 133, 1940; ferner |. c¢.; H. Bayerl 
u. G. Borger, diese Zeitschr. 807, 159, 1941. | HH. von Euler, Ablstrén 
u. Hégberg, Deutsche med. Wochenschr. 1940, 8. 1078 ' H. Bayerl 
F.H. Podloucky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 264, 189, 1940 
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iiber eine Versuchsserie, bei welcher den Versuchstieren vor der Inj 
fung mit dem Tumor und wahrend der Tumorentwicklung Pept 

injiziert wurde. Eine Injektion von Tumorextrakten unterblieb dic- 
mal, Gleichzeitig mit der Beobachtung des Tumorwachstums habe; 
wir bei simtlichen Tieren vor Beginn des Versuches und wahrend de: 
ganzen Dauer in bestimmten Zeitabstinden das Serum auf seine Fahi 
keit, d-Peptid (d-Leucyl-glyeyl-glycin) und d, |-Leucyl-glycin zu 
spalten, gepriift. Eine kiirzlich erschienene Arbeit von H.v. Euler und 
Mitarbeitern, deren Ergebnisse sich in einigen Punkten mit unseren 
beriihren, bestimmt uns, einen Teil unserer Versuche zu_publizieren 


Unsere Versuchsanordnung war folgende: Zwei Gruppen von jc 


6 Kaninchen einheitlicher Rasse, mannlichen und weiblichen Geschlechts 
wurde in bestimmten Zeitabstinden Blut entnommen und das Serum 
auf d-Peptidspaltung untersucht. Die eine Gruppe (A) der Kaninchen 
bekam daraufhin zweimal im Abstand von 2 Tagen eine intravendése 
Injektion von 20cem einer 4° igen d,1-Leucyl-glycin-Lésung (aut 
pu 7,0 eingestellt, gelést in 0.9% NaCl). Dann wurden beide 
Gruppen A und B (B die unbehandelte Gruppe) in iiblicher Weise mit 
der Suspension eines frischen, gut erhaltenen Brown-Pearce-Tumors 
geimpft. Die Gruppe A bekam auch weiterhin im Abstand von 
2 bis 3 Tagen 20 cem der Peptidlésung injiziert. AuBerdem wurde 
simtlichen Tieren der beiden Gruppen in mehreren Zeitabstanden 
nach der Impfung Blut entnommen, um auf d-Peptidspaltung zu 
priifen. Die Blutentnahme nach der Impfung erfolgte drei- bis viermal 
naimlich: 1. etwa 4 bis 6 Tage nach der Impfung (siehe Tabelle I11) 
bei manchen der Versuchstiere war zu diesem Zeitpunkt ein Tumor 
fiihlbar. 2. 14 Tage nach Impfung, ein Zeitpunkt, an welchem eine 
Diagnose durch Palpation sicher zu stellen war. 3. Bei Tieren, bei welchen 
durch Palpation kein Tumor zu erkennen war, oder Tieren, bei denen 
das Tumorwachstum sistiert war, wurde die Blutentnahme in ]4tagigen 
Intervallen vorgenommen (siehe Tabelle [V). Bei drei Tieren der 
Gruppe A wurde auBerdem noch Blut entnommen 2 Tage nach der 
Injektion des Peptids, unmittelbar vor Impfung (Tabelle II). Es 
wurden also die Tiere mindestens fiinfmal untersucht. 

Wir haben also in systematischer Weise festzustellen versucht 
ob zu irgendeinem Zeitpunkt der Entwicklung eines Lmpftumors, vom 
Beginn der Impfung bis zum Exitus oder bis zur Wiederherstellung 
des Tieres, im Serum eine d-Tripeptidspaltung in irgendeiner Gesetz 
maBigkeit oder in spezifischer Weise auftritt. AuBerdem wurde di 
Spaltung des d,!-Leucyl-glycin beobachtet. Wir konnten jedes Stadium 
untersuchen; wir konnten das Serum von Tieren entnehmen, bei denen 
der Tumor zwar zur Entwicklung kam, in kurzer Zeit aber das Wachstum 
aufhérte; wir untersuchten das Serum von Tieren, die sich als resistent 
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erwiesen und von Tieren, bei welchen in kiirzester Zeit der Tumor 
sich entwickelte. Wir haben auBerdem versucht, einen Zusammenhang 
zwischen der Tumorentwicklung und einer Injektion von Peptiden 
zu erkennen. Es konnte schlieBlich gleichzeitig gepriift werden, ob als 
Folge einer Injektion ei,es racemischen Dipeptids im Serum eine 
Pept idase auftritt, welche d-Tripept id spaltet, ob als Folge der Injektion 
das Serum eine gesteigerte Aktivitat zur Dipeptidspaltung besitzt 


Das Ergebnis unseres Versuchs erscheint uns vollig klar: Das 
d-Tripeptid d-Leucyl-glyevl-glvcin wird durch Serum von Brown 
Pearce-Kaninchen in keinem Zeitpunkt der Tumorentwicklung mit 
RegelmaBigkeit gespalten. Die Feststellung einer Spaltung kann 
nur so selten gemacht werden, da} man von irgendeiner Bedeutung 
fiir das Tumorwachstum oder von einem Zusammenhang mit demselben 
keinesfalls sprechen kann. Diese Tatsache ist um so bemerkenswerter, 
als ja der Brown-Pearce-Tumor infiltrierend wachst, Metastasen bildet 
kurzum als sehr bésartig gilt. Der Organismus des Tragers eines Impf- 
tumors gibt zwar die Basis fiir den Tumor, aber im iibrigen erfolgt 
keine funktionelle Umstellung, jedenfalls wird der Abbau der Peptide 
nicht betroffen. Es ist nunmehr noch wichtig, festzustellen, ob bei 
malignen Tumoren, die durch chemische Reize erzeugt werden, d-Pepti 
dasen auftreten bzw. von welchem Zeitpunkt der Behandlung mit dem 


Tabelle V. Tumorentwicklung und Peptidinjektion. 


Zeichenerklarung siehe bei Tabelle IIT. 





—— Geschlecht i --o ae _ Exitus 5 ayer ! 
Nr. : Implantation Implantation 
171 y Lay 12 Tage 

nach Impfung 
172 Co v 
174 Q 18 Tage 

nach Impfung 
175 y 1. + 10 Tage 

nach Impfung 
176 Q ? 
177 on ? : 
178 g _ 
179 rou 1. 11 Tage 

nach Impfung 
180 rou . 18 Tage 

nach Impfung 
181 g ‘ ‘ 
182 fou — 4 1 
192a /' L 12 Tage 


nach Impfung 
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F. H. Podloucky: 


cancerogenem Stoff eine d-Peptidase auftritt. Mit der Uberpriifuny 


dieser Frage sind wir beschaftigt. Wir verweisen dabei auf einige Ve: 
suche, die in der Tabelle VI unter der Nummer Sh 4 vermerkt sind 
Ks handelt sich dabei um das Serum eines Kaninchens mit einem Shoyx 
papillom. Das Shopepapillom erfahrt bekanntlich beim Hauskaninche; 
in der Regel spontan eine krebsige Umwandlung. Wir untersuchte; 
das Serum dieses Kaninchens in drei Stadien. 1. im normalen Zustand 
2. nachdem durch Pinselung mit dem = Papillomextrakt Papillon. 
hervorgerufen waren, 3. nachdem eine carcinomatése Veranderuny 
festzustellen war (durch Probeexcision ermittelt). In keinem der dre; 
Stadien hatte das Serum die Eigenschaft der d-Peptidspaltung. Durc}) 
mehrere Parallelversuche werden wir dieses Ergebnis tiberpriifen 

Weiter stellen wir fest, daB als Folge einer Injektion von d-Leucy!| 
glycin niemals eine d-Peptidase auftritt, welche d-Leucy]-glyeyvl-glycin 
spaltet: es wird auch die Spaltbarkeit des d, 1-Leucyl-glycins nicht 
erhoht. 

SchlieBlich ergab sich, da die Injektion des Peptids die Ent 
wicklung des Impftumors nicht aufhalt. In der Tabelle V findet sich 
in Form einer Ubersicht dieses Versuchsergebnis. Von den sechs Ka- 
ninchen, welche mit Peptid behandelt wurden, bekamen fiinf einen 
Tumor. Vier von diesen Tieren starben innerhalb 18 Tagen; beim 
fiinften Tier befindet sich der Tumor in Riickbildung, das sechste Tier 
erwies sich als resistent. Von den sechs unbehandelten Kaninchen 
bekamen vier einen Tumor, zwei davon starben innerhalb 12 Tagen. 
bei den zwei anderen bildete sich der Tumor zuriick, zwei waren resistent 
Von den gesamten zwélf Kaninchen, die geimpft wurden, bekamen 
neun einen Tumor, bei dreien war ein Tumor nicht fiihlbar. Sechs von 
den neun Tumortragern starben innerhalb 18 Tagen, fiinf davon waren 
mannlichen, einer weiblichen Geschlechts. Die drei gegen den Tumor 
résistenten Tiere waren weiblich. Bei den mannlichen Tieren verlief 
die Erkrankung weitaus ,,bésartiger’’. 

Im Widerspruch zu unserem Befund tiber d-Peptidspaltung durch 
Kaninchenseren stehen einige Versuchsergebnisse, die kiirzlich von 
H.v. Euler und Mitarbeitern! mitgeteilt wurden. In Versuch 14 aut 
S.558 dieser Arbeit wird die d-Leucyl-glycin-Spaltung durch Serum 
eines Brown-Pearce-Kaninchens untersucht. Es wurde nach drei ver- 
schiedenen Methoden eine Spaltung des Peptids zu 75, 68 bzw. 91°, 
festgestellt ! Das sind erstaunlich hohe Werte, wie wir sie nie beobachten 
konnten. A's Befund wurde angegeben: ,,Tumor am Testis / Keine 
Metastasen. Ascites. Einseitige Lahmung der Halsmuskeln, Lahmung 
der Eingeweide und Harnblase’*. Die Versuche H. von Eulers und 


1 Zeitschr. f. 





Krebsforsch, 50, 552, 1940. 
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F. H. Podloucky: 





Mitarbeiter, die das Auftreten von d-Peptidasen nach Peptidinjekt Ca 
zeigen sollen (Versuche 15 bis 19), erlauben noch keine biindige Sech|) na 
folgerung, da der eine Teil der Versuche positiv im Sinne einer d-Pept sos 
spaltung, der andere aber negativ ist. Die tibrigen Versuche der zitiert Ks 
Arbeit zeigen erneut in eindeutiger Weise, da malignes Wachstu Pe 
und enzymatische Hydrolyse von d-Peptiden kaum in einem 7Z gr 
sammenhang stehen. mi 
Versuchsteil. 
Wi 
Kurze Ausziige aus den Se ktionsprotokoll n der Versuchstiere. Le 
Kaninchen 171. Mannliches Tier, in schlechtem Ernahrungszusta: de 
Unterhalb des Magens ein handgrofer, in Nekrose iibergehender Tum M: 
Unziahlige stecknadel- bis bohnengroBe Metastasen am Netz, an den Darn 
wanden, an der Bauchwand, am Zwerchfell. Hoden carcinomatés. Ascit: - 
Die Milz ist umwachsen von Tumorgewebe und an einer Stelle von einigt ue 
kleinen Metastasen in der GréBe eines Stecknadelkopfes oberflachlich by be 
fallen. Lunge und Leber ohne Befund. lec 
Kaninchen 174. Weibliches Tier. Die Sektion ergab einen mehr a he 
handgroBen, in Nekrose iibergehenden Tumor unterhalb des Magens. Zal | 
reiche Metastasen am Netz, Bauchwand, Zwerchfell. Die iibrigen Orga: ” 
ohne Befund. Is 


Kaninchen 175. Mannliches Tier. Unterhalb des Magens ein = gut 
faustgroBer, gut erhaltener Tumor. Zahllose Metastasen an den iibliche: 
Stellen: Hoden, Netz, Zwerchfell. Einige Metastasen an der Leber. d 
iibrigen Organe ohne Befund. 

Kaninchen 179. Mannlich. Die Sektion ergab das typische Bild ein 
Brown-Pearce-Tumors; Hoden, Netz, Zwerchfell, Leber vom Tumor !« 
fallen. Ein groBer, gut erhaltener Tumor an typischer Stelle. 

Kaninchen 180. Mannlich. Den Magen umwachsend ein langgezogene! 
auBerst groBer Tumor, welcher schatzungsweise zur Halfte nekrotisch ist 
Relativ wenig Metastasen am Netz, dagegen Zwerchfell und Hoden vollig 
carcinomatés. Milz unveraindert. An der Leber einige Metastasen. Har: 
blase metastasiert. Die linke Niere im Volumen um das Dreifache vergréert 
derb und animisch, Infarkt. 

Kaninchen 192a. Mannliches Tier. Der Magen ist halbseitig un 
wachsen von einem teilweise nekrotischen Tumor. Metastasen an de: 
iiblichen Stellen. Milz, Nieren und Leber sind frei. Ascites. 


Nachtrag. 

Infolge eines Versehens des Verlages der Zeitschrift fiir Physi 
logische Chemie gelangte das Heft 1/2 von Band 267 derselben leide: 
erst nach Absendung der vorliegenden Arbeit an die Redaktion de: 
Biochemischen Zeitschrift in unsere Hinde. Das genannte Heft enthal: 
eine Publikation von EF. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern zun 
Problem der d-Peptidasen usw. FE. Waldschmidt-Leitz halt im wesent 
lichen die Befunde seiner vorlaéufigen Mitteilungen aufrecht. Er ist 
nach wie vor der Ansicht, daB die Spaltbarkeit der d-Peptide fiir da- 
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Ca-Serum typisch ist. Waldschmidt-Leitz ist nunmehr zu einer anderen 
nimlich colorimetrischen Bestimmungsmethode iibergegangen, der 
sogar ein Vorzug gegentiber der Van Slyke-Methode eingeraumt wird 


®|-Spaltungen des angewandten 


Ks ist ferner bemerkenswert, daB die 
Peptids gegentiber den in der II. vorlaufigen Mitteilung genannten 
eroBtenteils sehr stark zuriickgegangen sind, daB keinerlei Versuche 
mit Dipeptiden als Substrat angestellt wurden. 

Der Versuch iiber den EinfluB der Peptidinjektion auf die Aus 
wirkung der Benzpyrenpinselung erfahrt nunmehr durch Waldschmidt 
Leitz eine wesentlich andere Beurteilung und Deutung. Damals wurde 
der Eindruck erweckt, als unterbliebe durch die Peptidinjektion bei den 
Mausen eine Tumorentwicklung, wahrend die Vergleichstiere carcino 
matése Veranderungen zeigten. Nunmehr wird deutlich zum Ausdruck 
vebracht,, daB iiberhaupt kein Tumor erzeugt wurde, bei keiner von 
beiden Versuchsreihen. Es wurde also von Waldschmidt-Leitz bisher 
lediglich gezeigt, daB die bei der Benzpyrenpinselung zusatzliche Peptid- 
behandlung Haarausfall, Schuppenbildung, Warzenbildung verzégert 
oder verhindert. Unsere diesbeziiglichen Einwainde (Hoppe-Seyler 264, 


189, 1940), an die wir hiermit erinnern, bestanden also zu Recht 
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Uber den Aktivierungsmechanismus 
der alkalischen Phosphatase Il durch Metallionen. 
Von 
R. Cloetens. 

(Aus dem Laboratorium der Klinik fiir kleine Haustiere der Universitit 
Gent.) 

(Eingegangen am 2. Januar 1941.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In friiheren Mitteilungen wurde nachgewiesen, da} es im tierischen 
Organismus zwei verschiedene Phosphatasen gibt, die 6-Glycerophosphat 
spalten und deren optimales py um 9 liegt (1) (2). Diese Phosphatasen 
sind in den verschiedenen Organen in wechselndem Verhaltnis vertreten 

Die alkalische Phosphatase I zeigte keine oder eine nur sehr geringe 
Aktivitaét in Abwesenheit von Mg (Mn, Co)-Ionen. Durch 10-2 m 
KCN wurde ihre Aktivitat nicht beeinfluBt. Die alkalische Phospha 
tase Il war durch Metallionen in veranderlichem Mae aktivierbar. 
Sie besa jedoch immer mindestens 1/, der Aktivitat, welche durch 
Zusatz von Metallionen zu erreichen war. Durch 10-2m KCN wurde 
sie vollstandig gehemmt. 

Spiter wiesen wir nach, dafS§ mehrere Metallionen und komplex 
bildende Anionen die Aktivitaéten der Phosphatasen I und IL sehr 
ungleich beeinflussen (3) (4). Diese Ergebnisse fiihrten uns zu schemati- 
schen Strukturbildern der alkalischen Phosphatasen. 


Phosphatase I. 


eh iy ES 
’ n Mg +58 ; 


G, M, G, G, M, G, 


S.-.Mg 

E ist der EiweiBanteil des Enzyms. In Abwesenheit von Mg (Mn, Co) 
findet keine Spaltung des Substrats (S) statt. In Anwesenheit von Mg 
wird das Substrat ans Enzym durch Vermittlung des sich an eine 
Gruppe G, bindenden Mg und eines zweiten Metalles M, gebunden 
und wird gespalten. Diathyldithiocarbamat und Fluorid gehen mit M, 
eine Bindung ein und verhindern mithin die Bindung von Substrat. 
G, ist eine Gruppe, welche z. B. Hg-lonen bindet, wodurch die Aktivitat 
des Enzyms herabgesetzt wird. 

Die Phosphatase II soll eine gleichartige Struktur besitzen. An 
der Stelle von M, steht M., welches sich nicht mit den obengenannten 
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\nionen, dagegen mit Cyanid, Cystein und Wolframat  verbindet 
Gi) vertritt G,. Hg z. B. verbindet sich mit G,, nicht mit G3, wahrend 
VO" sich entgegengesetzt verhalt. Diese Phosphatase besitzt ebenfalls 
eine Gruppe G.,, deutlich verschieden von G,, welche aktivierende 
lonen zu binden imstande ist. Die Restaktivitat, d.h. die Aktivitat, 
welche iibrigbleibt, wenn kein aktivierendes Metallion zugesetzt wird, 
wurde durch die Annahme einer zweiten Form erklart, welche statt 
der Gruppe Gy eine schon an ein Metall M gebundene Gruppe G enthalten 
sollte. Die veranderliche Aktivierbarkeit der Phosphatase IL ware 
demnach durch das Verhaltnis beider Formen zueinander bestimmt. 

In der vorliegenden Arbeit werden die Beziehungen der aktivierenden 
Metallionen zur Phosphatase II erértert. Es wird gezeigt, daB auch 
diese Phosphatase bei vollstandiger Ausschaltung der aktivierenden 
Metallionen jede Aktivitat bis vielleicht auf einen geringfiigigen Rest 
einbuBt. Es liegt zur Zeit kein hinreichender Grund mehr vor zur An 
nahme einer von Gy verschiedenen Gruppe G, man kann sich also die 


Phosphatase II folgenderweise vorstellen: 


Gy My, Gy G, M, G G, M, G, 


[In dieser Arbeit wollen wir G, und My vernachlissigen und E mit 
den anhaftenden Gruppen Gy und M, einfach als E bezeichnen und G, 
als G, Also 
EG > EGM > EGMS 


< 


Methodik. 


Als Enzym wurden wisserige Ausziige aus einem nach #H. und £ 
Albers (5) aus Schweinenieren dargestelltem Praparat, mit einer Aktivitat 
von etwa 50 Einheiten (nach Albers) im mg, verwendet. Es wurde stets 
von klar filtrierten Enzymlésungen, entsprechend 20 mg Préaparat 
in lcem, ausgegangen 

Die Hydrolyse erfolgte in mit eingeschliffenen Stopfen versehenen 
Versuchsréhrchen von 10 cem Inhalt. Das Endvolumen betrug immer 
5eem, Substrat (S) war immer Na-j-Glycerophosphat, Versuchs 
temperatur 38°. Zur Beendigung der Hydrolyse wurden 2,5 cem 10° ige 
Trichloressigsiure zugegeben und 3 cem dieser Lésung, entsprechend 
2cem der Hydrolyseflissigkeit, dienten zur P-Bestimmung nach der 
Methode von Kuttner und Lichtenstein (6). Die Extinktionsbestimmungen 
erfolgten mit dem Zeiss-Stufenphotometer 
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Die pyu-Werte wurden colorimetrisch bestimmt. Standardlésu: 
war hierbei im alkalischen Gebiet der bei 37° durch King und Delory (7 
ausgemessene NaoCOx,-Na-Veronal-HCl-Puffer. Die Salzeffekte wurde: 
nach Moglichkeit beriicksichtigt. 


Versuche und Ergebnisse. 
Versuch 1 (Tabelle LY. 

Vergleichen wir zunachst die Aktivitat des unvorbehandelten 
unmittelbar vor dem Versuch verdiinnten Enzyms in Ab- und Anwesen 
heit von Mg. Enzymkonzentration und Dauer der Hydrolyse variieren, 
ihr Produkt wird aber konstant gehalten. Anfang der Spaltung durch 
Zusatz des Enzyms zur substrathaltigen Lésung. 

Substrat 10-2 m. Puffer: m/35 Na-Acetat, m/35 Na-Veronal, HC! 
Pu — 9,1. Spaltungen in y P in 1 cem. 


Tabelle I. 





Dauer der Spaltung ohne Spaltung mit 


Ein y inl ccm 


Hydrolyse in Min. Mg 10-2 m MgSO, 
20 5 6,80 7,25 
10 10 6,87 7,44 
3,33 30 4,87 6,89 
1,67 60 4,43 7,50 


Die Spaltungsaktivitat in der Zeiteinheit durch die Enzymeinheit 
bleibt also konstant in Anwesenheit von Mg, wahrend sie in dessen 
Abwesenheit bei fallender Enzymkonzentration und steigender Hydro 
lysedauer zuriickgeht. Daf beim Gebrauch der héheren Enzymkonzen 
tration Mg vielleicht in geniigender Menge mit dem Enzym zugesetzt 
wird, scheint eine Erklarungsméglichkeit zu bieten. 


Versuch 2 (Tabelle II). 

Dieser Versuch wurde mit einem weiter gereinigten Enzym an- 
gestellt. Zur Reinigung wurde mit Ammoniumsulfat, Alkohol und 
Aceton umgefallt. Vor dem Zusatz zur Hydrolysefliissigkeit wurde das 
Enzym in verdiinnter Lésung bei py 9 wahrend 1 Stunde aufbewahrt 
Versuchsbedingungen wie in Versuch 1. 


Tabelle II. 





Dauer der Spaltung ohne Spaltung mit 


E in leem 








) Hydrolyse in Min. Mg 10-2m MgSO, 
3 10 0,75 12,40 
1,5 20 1,00 13,25 
1,0 30 1,13 13,10 
0,75 40 1,80 12,80 
0,50 60 1,75 12,60 
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In Anwesenheit von Mg ist die Aktivitaét wieder etwa konstant. 
wogegen sie diesmal in dessen Abwesenheit ansteigt. Die obige Er- 
klarung trifft also nicht zu, wahrend folgende Vorstellung, welche in 
dieser Untersuchung weiter entwickelt wird, beiden Ergebnissen gerecht 
wird, 

Der EiweiBanteil E des aktiven Enzyms ist ausgestattet mit eine: 
Gruppe G, an welche Mg (méglicherweise auch ein anderes Metall 
vebunden ist. Es ist ein Gleichgewicht EG Mg == EG -+- Mg vorhanden. 
EG ist, wie spater gezeigt wird, kaum, wenn iiberhaupt aktiv. Im ersten 
Versuch wird das Enzym fast ausschlieBlich in der Form EG Mg zu- 
vegeben und in Abwesenheit von Mg verlauft die Reaktion wahrend 
der Hydrolyse von links nach rechts. Im zweiten Versuch kommt 
hauptsachlich EG zur Verwendung. In Anwesenheit von Mg erfolgt 
die Synthese sehr schnell. Wird kein Mg zugegeben, so findet wahrend 
der Hydrolvse eine langsame Synthese mit dem in der Hydrolysen- 
fliissigkeit in kleiner Menge anwesenden Metall statt. 


Versuch 3 (Tabelle LIT). 

Bei Versuch 1 erfolgt die Spaltung EGM —- EG + M wahrend 
der Hydrolyse. Im folgenden Versuch wird sie herbeigefiihrt durch 
Aufbewahrung des gleichen verdiinnten Enzyms bei verschiedenem py 
vor der Hydrolyse. 

Die konzentrierte Enzymlésung wurde zunachst 50fach mit Wasser 
verdinnt, 1 ecem dieser Lésung hierauf zu 9ccm einer verdiinnten 
Acetat-Veronal-Pufferlésung gegeben und 30 Minuten bei 38° auf- 
bewahrt. lecem dieses Enzyms wurde fiir die Hydrolyse verwendet. 


Dauer der Hvdrolyse 15 Minuten. Sonstige Bedingungen wie friiher. 


Tabelle III. 





Pu bei der Spaltung Spaltung mit Pr bei der Spaltung Spaltung mit 
\ufbewahrung ohne Mg 10-2m MgSO, \ufbewahrung Ohne Mg 10-2 m MgSO, 
Nicht 8,83 10,16 8.0 1,56 10,63 
aufbewahrt 9,0 6,96 12,17 

4,0 0 0 9,5 8,21 12,36 
6,0 2.46 7,38 





Herabsetzung des py férdert demnach die Spaltung. Eine Ab- 
trennung des Metalls durch Dialyse soll also méglichst bei saurer Re- 
aktion vor sich gehen. Bei niedrigeren py-Werten erfolgt jedoch eine 
Zerst6rung des Enzyms, welche durch Mg nicht riickgangig gemacht 
werden kann. Sie beruht wahrscheinlich auf der Abdissoziation einer 


von Mg verschiedenen Gruppe (8) (9). 
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In den folgenden Versuchen wurde die konzentrierte Enzymlés) 
wahrend etwa 15 Tagen bei Zimmertemperatur gegen eine 6fters 
neuerte, verdiinnte Acetat-Veronal-HCl-Lésung vom py 7,8, zu welc! 
einige Tropfen Toluol zugesetzt waren, durch Cellophan dialysie: 


Versuch 4 (Tabelle LV). 


Das dialysierte Enzym wurde mit einer verdiinnten Pufferlési 
vom py 7,0 50fach verdiinnt. Nach bestimmten Zeitabschnitten wurc: 
L com dieser Enzymlésung zu der ebenfalls bei 38° gehaltenen gepuffert: 
Substratlésung gegeben. Dauer der Hydrolyse: 6 Minuten. Sor 
wie friiher. 

Tabelle IV. 








Dauer der Dauer der 
\ufbewahrung Spaltung Spaltung mit Aufbewahrung = Spaltung Spaltung m 
des Enzyms ohne Mg 10-2m MgSO, des Enzyms ohne Mg 10-2m Mgs¢ 
in Min in Min. 
l Lt 21,20 40 1,00 20,30 
id 1.30 19,70 60 0.98 20.80 
20 1,25 21,30 90 0,88 21,00 
30 1,05 21,00 
Es erfolgt also eine weitgehende Dissoziation EGM -> EG Ml 


In den folgenden Versuchen wurde ein etwa 60 Minuten unter de: 


obigen Bedingungen aufbewahrtes Enzym benutzt. 


Versuch 5 (Tabelle V). 

Mit diesem Enzym sollte es méglich sein, die Synthese EG - \ 
-EGM mit verschiedenem M zu verfolgen. Wenn wir jedoch di: 
Synthese bei py 9,1, dem py der Hydrolyse, studieren, so ist zu erwarte! 
da bereits ohne Zugabe eines Metalls eine Synthese eintreten wird 
und zwar zufolge eines Riickgangs der nach Dialyse bei niedrigem » 
eingetretenen Spaltung. Die Tabelle V zeigt den Verlauf dieser Synthes: 
Zur Pufferlésung wurde das vorbehandelte Enzym zugegeben 
Nach den angegebenen Zeiten Synthesezeiten erfolgte Zugab: 


des Substrats. Sonst wie friiher. 


Ta belle ¥; 








Ge nie Spaltung nach Spaltung/3 . ae Spaltung nach Spaltung 
_— zelt 2 Min. nach 6 Min, | S9nthesezett 2 Min, nach 6 Mi 
ee Hydrolyse Hydrolyse isan Hydrolyse Hydrolyse 

0 0,34 0,38 2 1,13 1,08 

(S vor Enzym) 15 1,78 1,80 

0,5 0,59 0,57 30 2,25 pe 


Der Vergleich der Ergebnisse der 2- und 6 minutigen Hydrolys: 
zeigt eine der Zeit proportionale Spaltung. Bei den kiirzeren Synthes« 





\I 
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zeiten ist dieses nicht a priori zu erwarten, da die Synthese doch auch 
wihrend der Hydrolyse stattfinden und demzufolge héhere Werte 
fiir die Spaltungen/3 der 6minutigen Hydrolyse liefern sollte. Dali dem 
nicht so ist, deutet auf eine Hemmung der Synthese durch.das Substrat 
wahrscheinlich durch Konkurrenz mit dem Enzym um das anwesende 
Metall). Das $-Glycerophosphat stellt also fiir die Synthese eine be 
deutende Sperre dar. 
Versuch 6 (Tabelle V1). 
Der Versuch 6 zeigt das AusmaB der Synthese, wenn verschieden 


Knzvmkonzentrationen verwendet werden. 


Tabelle VI. 





Relative Synthesezeit Hydrolysezeit Spaltung ohne Spaltung mit 
E-Konzentration in Min. in Min. Mg 10-2m Mgso, 
10 0 2 0,27 
10 10 2 3,32 8,70 
10 20 2 3,25 
l 0 20 0,62 | 
I 10 20 3,15 5,00 
l ?() 2) 3,20 | 


Bei der zehnfachen Enzymverdiinnung bleibt also, wenn das Enzym 
vor dem Substratzusatz mit Mg aufbewahrt wird, das Ausmah der 
Spaltung unveradndert, wenn eine zehnfache Hydrolysezeit gewahlt 
wird. Wenn in Abwesenheit von Mg das Substrat vor dem Enzym 
zugegeben wird (Synthesezeit 0), so steigt die Spaltung an bei wachsendet 
Hydrolysezeit (bei entsprechender Enzymverdiinnung), da wahrend 
der Hydrolyse eine durch das Substrat verzégerte Synthese stattfindet 
Wird das Enzym in der Hydrolysefliissigkeit 20 Minuten lang vor dem 
Substratzusatz aufbewahrt, so bleibt bei der zehnfachen Enzym 
verdiinnung die Spaltung konstant. Ein anderer hier nicht wieder 
vegebener Versuch zeigte, daB eine fiinffache Verdiinnung des Puffers 
ebenfalls keine Herabsetzung der betreffenden Spaltung zur Folge hatte. 

Bei diesen Verdiinnungen des Enzyms oder des Puffers dahet 
des in ihnen enthaltenen Metalls bleibt also, nach Erreichung des 
Gleichgewichts der Reaktion EG M= EGM, ein konstantet 
Bruchteil des EG in der Form EG M. Nun sind aber die zur Aktivierung 
der Phosphatase in Betracht kommenden Metallkonzentrationen veg 


1) 
I 


liber der wahrscheinlichen Enzymkonzentration stets gro}. In der obig« 


teaktion kénnen wir demnach (EG M) gegeniiber (M) vernachilissigen 
folglich ist 
; ' a (GM) (M 
(EG) —(EGM)} (M) = K(EGM) und : 
(EG) kK (M) 















100 
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Aus der Unabhangigkeit des Verhaltnisses (KE GM)/(EG), wie sie u 


bei den erwahnten Verdiinnungen begegnet, k6nnen wir dieser Beziehun 
yemaiB schlieBen, dal die betreffende M-Konzentration so gro ist 
da eine Sattigung des Enzyms mit M vorliegt. Der Tabelle VI isi 
aber zu entnehmen, das ein soleches EGM unter den obigen Versuchs 
hbedingungen nur etwa 37% der Aktivitaét des EG Mg besitzt. 


Versuch ¢ (Tabelle VII). 

Kin weiterer Zusatz dieses Metalls zu der Hydrolysefliissigkeit 
darf daher keinen Anstieg der Aktivitét hervorrufen: er soll jedoch 
befahigt sein, die Geschwindigkeit der Synthese EG + M—-EGM 
wesentlich zu erhéhen. 

Im Versuch 7 erreichen wir dieses Ziel durch Zugabe von Ca zu 
Hydrolysefliissigkeit vor dem Enzymzusatz. Hierauf wird das Enzym 
zugegeben und nach einer bestimmten Zeit Synthesezeit das 
Substrat. 

Dauer der Hydrolyse: 2 Minuten. Versuchsbedingungen wie friiher 
Pu 9.1. Puffer: Na-Acetat-Na-Veronal-HCl, 38°, Substrat 10-2 m 


Tabelle VII. 





Synthesezeit Spaltung ohne Spaltung mit Synthesezeit Spaltung ohne Spaltung mit 
in Min. Ca-Zusatz 10-2 m CaCl, in Min. Ca-Zusatz 10-2 m CaCl, 
0.5 0.50 2.85 15 3,00 3,00 
2 1,49 2,95 1b 10-2m Mg 
5 2,23 2,95 \ 8,30 


Das in der Hydrolysefliissigkeit enthaltene Metall ist also sehr 
wahrscheinlich Ca. Ca verbindet sich also mit dem Enzym in einer 
zeitlich meBbaren  Re- 

















aktion. 
Mg 70m. Mga 45m 
RA 
Mg” ™ -¢ : 
Mg 02m. as Versuch 8 (Abb. 1). 
Mg 0m 





Ebenso sind auch Mg, 
Mn, Co, Ni wirksam. Die 
Mga Sm Abb. | zeigt, wie diese Re 
aktion bei verschiedener 
Mg-Konzentration — ver 
liuft. Synthese und Be- 
stimmung der EGM- 











| Konzentration erfolgten 











8 D 12 % 6 ° 
' : ter den gleiche 3e 
iSyothesezeit eames: len ia he . 
: _  dingungen wie im Ver- 
Abb. 1. Verlauf der Synthese der Mg-Phosphatase bei a 
verschiedener Mg-Konzentration. (Anwesenheit von Ca.) such ‘2 
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Wegen der Anwesenheit des Ca stellen die Kurven der Abb. 1, 
umindest bei den kleinen Mg-Konzentrationen, nicht die einfache 
Synthese EG + Mg — EGMg dar. Bei héheren Mg-Konzentrationen 
ist das Ca ausgeschaltet : sonst wiirde sich durch Steigerung der Mg-Kon- 


zentration eine weitere Verdran- 


















vung des Ca und damit eine Zu- > Mig 50 707% 
nahme der Aktivitét  erzielen 100\-x Mn80y 10 .” 
lassen. Z Co SO, 0" 
e Ni S0y 0" 
-2 
; + CaCl, 0%» 
Versuch 9 (Abb. 2). 8 = 
Es lassen sich also, je nach 
cad 
der Natur des aktivierenden Me- 8 60 
talles, verschiedene Phosphatasen = 
darstellen. In der Abb. 2 sind die ~ 
. . ee + . } 
Aktivitats-py-Kurven dieser Phos- 
} 
phatasen bei der Substratkonzen 
tration 10-2 m wiedergegeben.  — 20 
Das Enzym wurde aus der kon- 
zentrierten Enzymlésung (20 mg 
; 7 ics oY 48 : 
in Lecem) bereitet. 5cem dieser ’ 
Lésung wurden mit | ccm 4° igem 
: ahs rarer By Abb. 2. Aktivitéts-pg-Kurven der Phos- 
Ammoniumoxalat versetzt, nach stsehiihets sdk eaeieinienien Sodaik: 
l Stunde abzentrifugiert und die Untere Kurven: Aktivititen, verursacht 
e A P $ durch den Metallgehalt der Lésung, bei 
Lésung in einer Cellophanhiilse den Synthesezeiten 0, 30 und 60 Sek. 


gegen 1°. Ammoniumoxalat ent- 

haltendes 5-10-3m NaHCO, 20 Stunden lang aufbewahrt. Hierauf 
wurde einige Tage gegen Ofters erneuertes 5-10-3 m NaHCO, 
dialysiert. 

Vor dem Gebrauch wurde eine bestimmte Menge dieser Enzym 
lésung mit 10-3m NaHCO, verdiinnt und wahrend etwa 1 Stunde 
bei 38° belassen. 

Die auf 38° gebrachte Hydrolysefliissigkeit enthielt den Puffer 
Na,CO, + Na-Veronal (beide 2 - 10-2 m, die endgiiltige Verdiinnung) 

HCl und das aktivierende Metall. (Die angegebenen Metall- 


konzentrationen sind die nach Enzymzusatz.) 


Das Enzym wurde zugegeben und nach bestimmter Zeit Syn- 
thesezeit das ebenfalls auf 38° gebrachte Substrat. Nach 2 Minuten 


Hydrolvse erfolgte die Zugabe der Trichloressigsaure. 

Die Metallkonzentrationen wurden so hoch gewahlit, dab beim Ni 
eine Synthesezeit von 60 Sekunden, in allen anderen Fallen eine Syn- 
thesezeit von 30 Sekunden zur Erreichung des Gleichgewichts, welches 
bei diesen Konzentrationen der Sattigung entspricht, ausreichte. Mit 
Ni waren die Synthesezeiten fiir alle Bestimmungen 60 und 90 Sekunden, 
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mit den anderen Metallen 30 und 60 Sekunden. Die beiden Zeit: 


lieferten stets die gleichen Ergebnisse. 


Die Bestimmungen wurden alle mit ungefahr gleicher Enzyn 
konzentration (etwa 90 y Enzym in 1 ccm entsprechend) ausgefiihrt 
welche mit 10-2m Mg und beim optimalen py etwa 10 y P in 1 cen 
wahrend der 2minutigen Hydrolyse frei machte. Die Aktivitaten sind 
alle bezogen auf die Aktivitat 100 der in jeder Versuchsreihe i; 
Anwesenheit von 10-2m Mg und bei optimalem py mitbestimmte: 
Aktivitat. 

Die gestrichelten Kurven sind die Aktivitaten, welche in Abwesen 
heit eines Metallzusatzes nach den Synthesezeiten 0, 30 und 60 Sekunden 
erhalten wurden. Fiir die Bestimmungen mit Metallzusatz kommt 
héchstens die Kurve mit der Synthesezeit 0 in Betracht, da das Metal! 
der Hydrolysefliissigkeit wahrend der Hydrolvse durch die relatiy 
hohen zugesetzten Metallkonzentrationen ausgeschaltet wird. 

Die py-Optima sind nicht sehr verschieden: 9,2 fiir die Co-Phos 
phatase, 9.4 fiir die Mn-, Ni- und Mg-Phosphatasen, 9,6 fiir die Ca-Phos 
phatase. Mit Ausnahme der Ca-Phosphatase fallen die sauren Aste 
fast zusammen. 

Diese Aktivitaéts-py-Kurven sind jedoch nicht die Aktivitats 
kurven der EGMS-Verbindungen. Denn die Dissoziationskonstante 
dieser Verbindungen ist sehr stark vom py abhangig, wie fiir die Mg-Phos 
phatase aus dem folgenden Ver 
such hervorgeht und schon .Jacobsen 











o Mg py 3.58 ; eka 
VeE7eE é Sie 
100\. « Mg py 880 | 4 JEZE igt hat (10). Sie nimmt mit 
s Mg py $97 ansteigendem py zu, so daB schon 
+ Ca Dy 960 bei px 94 mit 10-2 m_ Substrat 
w x Mn py 34 | bene Giétio ' she a 
A Co Du 322 y eine Ya igung menr vorlieg 
o Ni py 8” Die sauren Aste diirften den 
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Die Versuchsbedingungen waren die gleichen wie im Versuch 9 
Die Aktivitaten sind bezogen auf die maximale Aktivitat der jeweiligen 
Phosphatase 100. 

Aus den Ergebnissen mit Mg-Phosphatase ist ersichtlich, daB die 
Dissoziationskonstante der EGMS-Verbindung (die Substratkonzen 
tration, bei welcher die Aktivitat 50% erreicht) mit steigendem pu 
stark zunimmt. Von der Natur des Metalls ist sie jedoch ziemlich unab- 
hingig. Sie erscheint es um so mehr, wenn man das starker saurere 
pu bei der Bestimmung der Co-Phosphatase beachtet und sich vergegen- 
wartigt, das die Abweichungen der Mn- und Ni-Phosphatasen von der 
Mg-Phosphatase bei héheren Substratkonzentrationen wahrscheinlich 
dadurch bedingt sind, daB durch 10-'*’m = Substrat die kleinen 
(10-4 m) Konzentrationen des freien Metalls herabgesetzt werden, 
so dais wihrend der Hydrolyse eine gewisse Spaltung der EG M-Ver- 
bindung eintritt. Die Spaltungen bei 10-'°m Substrat sollten also 
hoher und die hierauf bezogenen Aktivitaten bei den kleineren Konzen- 
trationen niedriger liegen, was besonders bei den relativ h6heren Konzen- 
trationen in Erscheinung treten wiirde. 


Versuch Il (Tabelle VIII, Abb. 4). 
In diesem Versuch wird ein Maximalwert der méglichen Aktivitat 
von EG bestimmt. 
Das wie im Versuch 9 vorbehandelte Enzym wurde zur substrat- 
haltigen Hydrolysenfliissigkeit (py — 94; S — 10-'? m) gegeben. 
Die Spaltungen wurden bestimmt 
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Der Anstieg der Aktivitaten beruht auf der (in Anwesenheit der 
hohen Substratkonzentration sehr langsamen) Synthese des EG mit 
dem in der Hydrolysenfliissigkeit anwesenden Metall. Die durch Extra- 
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Tabelle VIII. 





Dauer der Hydrolysenzeit Spaltung Dauer de! Hydrolysenzeit Spaltung 
Enzymdialyse in Min. y Pin leem ]} Enzymdialyse in Min. y P in lee 
6 Tage l 0,20 12 Tage 1 (0),22 
2 0,43 2 0,48 
3 0,74 3 0,81 
4 1,09 4 1,16 
6 1,88 6 1,95 
8 2,83 8 2,83 
2 (EGMG) 13,70 1(EG Mg) 7,70 

2(EG Mg) 15,40 





polation erhaltene Aktivitat zur Zeit 0 entspricht entweder der in 
Anfang der Hydrolyse anwesenden EGM-Konzentration oder den 
Héchstwert einer méglichen Aktivitaét des EG. Sollte EG tatsiachlich 
irgendeine Aktivitat besitzen, so wiirde, wie aus der Abbildung hervor 
geht, diese Aktivitat jedenfalls 2°, der Aktivitaét des E G Mg bei desse: 
optimalem py nicht tibersteigen. 


Mechanismus der Phosphataseaktivierung durch Metallionen. 


Im Laufe dieser Untersuchung haben wir gezeigt, daB der E G-Antei! 
der alkalischen Phosphatase (Eiweif +- metallbindende Gruppe) kaum 
wenn tiberhaupt, aktiv ist. EG verbindet sich in einer zeitlich meBbaren 
Reaktion mit Mg oder anderen Metallen nach der Gleichung EG + M 
<= EGM. EGM verbindet sich mit dem Substrat gemaB EGM + 8 
<_ EGMS. In dieser Bindung wird das Substrat hydrolytisch auf 
gespalten. 

Das gleiche diirfte fiir die Phosphatase I gelten, welche schon in 
weit ungereinigterem Zustand, in Abwesenheit von Mg, nur 2 bis 3°. 
der in Anwesenheit von 10-2m Mg erhaltenen Aktivitat zeigt (2). 
waihrend die Phosphatase II unter den gleichen Umstanden mindestens 
20 bis 30°. dieser Aktivitaét beibehalt. Der EiweiBanteil der Phos 
phatase | ist ebenfalls mit einer von der Gruppe G der Phosphatase [1 
deutlich verschiedenen (4), Mg bindenden Gruppe ausgestattet, welch 
eine weit geringere Affinitat fiir Mg zu besitzen scheint als die Gruppe G 
Diese geringere Affinitat zum Mg wird vielleicht, mindestens zum Teil 
dadurch vorgetéuscht, daB bei Phosphatase I zur Verdringung des Ca 
eine héhere Mg-Konzentration erforderlich sein diirfte als bei Phos. 
phatase II. Das Ca besitzt namlich eine starke Affinitat zur Mg-bin 
denden Gruppe der Phosphatase I. Diese Ca-Phosphatase ist jedoch 
kaum, wenn tiberhaupt, aktiv (11). 

Wenn die Aktivierung einer alkalischen Phosphatase durch Mg 
untersucht wird, so mu8 zunachst der Gehalt des Praparates an Phos- 
phatase | bestimmt werden (1). Es gelang Bamann und Mitarbeitern (12). 
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wus Leber sehr stark durch Mg aktivierbare Phosphatasen zu erhalten. 


Bamann deutet seine Befunde durch die Annahme verschiedener Lyo 
und Desmokomplexe der Phosphatasen. Die Lyo-Anteile seien besonders 
vut aktivierbar, ihre Aktivierbarkeit nehme ab mit steigender Molekiil 
vréBe des Enzymkomplexes. Wir méchten dies so deuten, daB dic 
Lyo-Anteile merkliche Mengen von Phosphatase Il enthalten und dal 
ihre Aktivierbarkeit mit steigendem Gehalt an Phosphatase I] abnimmt 

Fiir die Phosphatase II Praparate aus Knochen, Darm (| 
und auf bestimmte Weise behandelte Nierenpraparate (3) wurde 
bisher keine Aktivierung tiber 500°. beobachtet. Hieran hat wahr 
scheinlich die auch wahrend der Hydrolyse vor sich gehende Synthese 
Schuld. 

Nach Erdtman (13), dem Entdecker der Mg-Aktivierung, besitzt 
die Nierenphosphatase eine bestimmte Aktivitaét auch ohne Aktivator 
Er beobachtete, daB es gelingt, durch Mg die Phosphathemmung der 
Phosphatase aufzuheben, was seiner Ansicht nach darauf beruht, dab 
die Phosphatase mit Mg einen Komplex bildet, dessen Affinitat zum 
Phosphat klein cder Null ist. 

Holmberg (14) findet, daB die anfaingliche Reaktionsgeschwindigkeit 
von Darmphosphatase durch Mg nicht beeinfluBt wird. Die Aktivierung 
duBert sich nur im Laufe der Spaltung durch Ausschaltung der Phosphat 
hemmung. Er schlieBt sich daher der Auffassung Hrdtmans an. 

Beim Fehlen einer anfanglichen Aktivierung liegt nach unserer 
Deutung zu Beginn der Hydrolyse die Phosphatase vollstandig in der 
KE GM-Form vor. Im Laufe der Hydrolyse findet eine Spaltung dieser 
Verbindung und dementsprechend eine Abnahme der Aktivitat statt 
Durch Mg kann diese Spaltung riickgingig gemacht werden, wobei 
die anfangliche Aktivitat erhalten bleiben (oder gesteigert werden 
kann, wenn das urspriingliche Enzym mindestens teilweise in der 
EG Ca-Form vorlag). 

Demgegentiber kénnte man einwenden, da das Enzym beim Auf 
bewahren unter Hydrolysebedingungen, aber in Abwesenheit von 
Substrat, keine oder eine nur geringfiigige Inaktivierung erleidet. Es 
verhalt sich jedoch so, da} gerade das Substrat in Abwesenheit eines 
Metallzusatzes die Inaktivierung des Enzyms, d.h. die Verschiebung 
des Gleichgewichts EGM == EG + M nach rechts, durch Beschlag 
nahme der in geringer Menge anwesenden Metallionen férdert. 

Wir wollen natiirlich nicht leugnen, daB neben der scheinbaren 
durch die Inaktivierung des Enzyms in Anwesenheit des Substrats 
vorgetaéuschten Phosphathemmung eine wirkliche Phosphathemmung 
besteht. Auch die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse kann ja 
durch Phosphat gehemmt werden. Nach Jacobsen (15) gibt es neben 
einer relativen, durch das Substrat beeinfluBbaren, eine absolute 




















364 R. Cloetens: 


Phosphathemmung, welche von der Substratkonzentration unabhang 


ist. Die relative Hemmung wird durch Mg kaum zu beeinflussen sei: 
Wenn wir die absolute Hemmung nicht wie Jacobsen als eine Bindu: 
an eine von der substratbindenden verschiedene Gruppe des Enzym 
deuten, sondern als eine durch die Herabsetzung des freien M durc! 
das Phosphat bedingte Verschiebung des Gleichgewichts 
EGM = EG+M 

nach rechts, so wiirde diese absolute Hemmung durch Metallzusatz 
aufgehoben werden kénnen. 

Jenner und Kay (16), spaiter Bamann und Salzer (17) und Bo 
dansky (18) finden eine Steigerung der Anfangsgeschwindigkeit durch Mg 
Sie beobachten jedoch alle eine wesentliche Wirkung beim Fortlassen 
jedes Aktivatorzusatzes. (Die Lyo-Phosphatasen Bamanns, welche 
hauptsachlich oder ausschlieBlich Phosphatase [ enthalten, natiirlich 
ausgenommen.) 

Mit der von den alkalischen Phosphatasen verschiedenen Pyro 
phosphatase aus Unterhefe fand Bauer (19) keine Spaltung in Ab 
wesenheit von Mg. Das Substrat soll hier primar mit Mg reagieren 
worauf sich durch Vermittlung des Mg eine Enzymsubstratverbindung 
bilden soll. 

Eine aktivierende Wirkung des Ca wurde nur selten beobachtet 
Jenner und Kay (16) fanden sie bei einigen Darmpraparaten, jedoch 
niemals bei Nieren- oder Knochenphosphatasen. Nach Kuwabara (20) 
wird die Callusphosphatase nicht durch Mg, sondern durch Ca aktiviert. 

Horii und Mitarbeiter sollen als erste in gewissen Fallen eine Akti. 
vierung der Nierenphosphatase durch Mangansalze festgestellt haben. 
Erst in jiingerer Zeit wurde diese (3) (22) (23), ebenso wie die Aktivierung 
durch Co- und Ni-Ionen (4) (24) (25) durch uns u.a. naher untersucht. 


Zusammenfassung. 

Die alkalische Phosphatase II setzt sich aus einem an sich kaum 
aktiven oder inaktiven Anteil EG (Eiweif + metallbindende Gruppe) 
und aus einem Metall M zusammen, Spaltung und Synthese des 
EK GM-Komplexes verlaufen in einer zeitlich meBbaren Reaktion. 

Die Aktivitat des EG, wenn iiberhaupt vorhanden,  erreicht 
héchstens 2°, der Aktivitat des EGMg bei dessen optimalem px. 

Herabsetzung des py fordert die Spaltung. 

B-glycerophosphatspaltende Komplexe werden gebildet mit Mg. 
Ca, Mn, Co, Ni. 

Die Dissoziationskonstanten der Verbindungen EGMS dieser 
Metallkomplexe mit dem Substrat nehmen mit steigendem py stark zu. 
Von der Natur des Metalles sind sie ziemlich unabhangig. 
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Die Aktivitats-py-Kurven der verschiedenen Metallphosphatasen 
irden bei der Substratkonzentration 10-2m bestimmt. Bei dieser 
Konzentration liegt jedoch im Gebiete der héheren py-Werte noch keine 
Substratsittigung vor, wihrend im saureren Gebiete schon eine Uber- 
sittigung vorhanden ist. Diese Kurven sind daher nicht die Aktivitits 
pu-Kurven der EGMS-Verbindungen. 
Der Mechanismus der Aktivierung der alkalischen Phosphatase [] 


durch Metallionen wurde an Hand dieser Ergebnisse gedeutet. 


Literatur. 


1) R. Cloetens, Enzymologia 6, 46, 1939. 2) Derselbe, ebenda 7, 157. 
1939. 3) Derselbe, Naturwiss. 27, 806, 1939. 4) Derselbe, ebenda 2s, 
252, 1940. 5) H.u. BE. Albers, Zeitschr. f. physiol. Chem, 232, 189, 1935 
6) Kuttner u. Lichtenstein, J. of biol. Chem. 86, 671, 1930. 7) E. King 
u.@. Delory, Enzymologia 8, 278, 1940. 8) H. Albers, FE. Beyer, A. Bohnen 
kamp u. G. Miiller, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 71, 1913, 1938. — 9) D. Albers, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 261, 48 u. 269, 1939. 10) Jacobsen, diese 
Zeitschr. 267, 89, 1933. 11) R. Cloetens, unveréffentlichte Versuche. 
12) Bamann, Riedel u. Diederichs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 280, 175, 
1934. 13) H. Erdtman, ebenda 177, 211, 1928. 14) C. G. Holmberg, 
diese Zeitschr. 279, 145, 1935. 15) Jacobsen, ebenda 249, 21, 1932. 
16) H. D. Jenner u. H. D. Kay, J. of biol. Chem. 938, 733, 1931. 17) Ba- 
mann u. Salzer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 70, 1263, 1937. 18) Bo- 
dansky, J. of biol. Chem. 115, 101, 1936. 19) EF. Bauer, Zeitschr. f. 
physiol, Chem. 248, 213, 1937. 20) Kuwabara, 1932, zitiert nach Folley 
u, Kay, Ergebn. d. Enzymforsch. 5, 184, 1936. 21) Horii u. Mitarbeiter, 
1932, zitiert nach Folley u. Kay, ebenda S. 185. 22) L. Massart u. R. Du- 
fait, Naturwiss. 27, 535, 1939. 23) E£. Baumann, ebenda 28, 142, 1940. 
24) L. Massart u. L. Vandendriessche, ebenda 28, 143, 1940. 25) E. Ba- 
mann u. Heumiiller, ebenda 28, 535, 1940. 


Biochemische Zeitschrift Band 307. a5 











Uber die Inhaltsstoffe 
der Friichte von Rhus typhina L. 
I. Mitteilung: 
Untersuchung der Fette mit einem Anhang iiber die Bleichung des Fettes. 
Von 
J. Tischer, E. Iner und R. Seidl, Tetschen-Liebwerd. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie der Landwirt 
schaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd.) 


(Eingegangen am 20, Januar 1941.) 


Der zu den Anacardiaceen gehérige Essigbaum (Rhus typhina L 
infolge der Gestalt seiner Fruchtstaénde auch Hirschkolben-Sumach 
genannt, ist in Nordamerika beheimatet, wird aber auch in unseren 
Gegenden als Zierbaum haufig angepflanzt (1). Seine im Herbst leuch 
tend roten Fruchtstande fiihlen sich fettig an und hinterlassen beim 
Pressen zwischen Papier starke Fettflecken. Dieses bei Pflanzen selten 
Vorkommen von Fett auBerhalb des Samens bot uns Veranlassung 
schon ab 1935 die Fruchtstande dieses in hiesigen Garten oft gepflanzte1 
Baumes zwecks naiherer Untersuchung einzusammeln. In den Friichten 
der verschiedenen Rhus-Arten ist das Fett nach Tabata (2) sowohl im 
Mesokarp wie in den Kotyledonen enthalten. Im Embryo hat es normal 
Konsistenz und dient als Reservestoff. Im Mesokarp der reifenden 
Frucht nimmt es eine wachsartige Konsistenz an und lagert sich in 
Form weiBer Krusten den Zellwanden an. 

Die mikroskopische Untersuchung der Fruchthiillen von Rhus 
typhina ergab, daB das Fruchthillenfett hauptsachlich in den von 
Anthocyan rotgefarbten langen Haaren eingelagert ist, die die Frucht 
hiillen dicht bedecken. Lat man auf diese die von Czapek (3) fiir den 
Nachweis von Lipoiden eingefiihrte Farbstofflésung A P-Sudan (wasserige 


Amylenhydrat-Pyridinlésung von Sudan IIT) einwirken, so ist in den 
absterbenden Haarzellen eine tropfenférmige Entmischung zu_beob- 


achten; die stark lichtbrechenden Tropfen farben sich nach Zutritt 
des Sudan-Farbstoffes intensiv rot, ebenso die aus den abgebrochenen 
Haarenden hervortretenden groBen Fetttropfen, die bei der Beriihrung 
der Fruchtstande auf der Haut ein fettiges Gefiihl hervorrufen. Dir 
Tropfen geben auch die bekannte Verseifungsreaktion nach Molisch (4 
mit 30 %iger Kalilauge und konz. Ammoniaklésung. AuBer den lange 
roten Haaren fiihren auch die farblosen kurzen Driisenhaare und auch 
das Fruchthiillengewebe Fett. 
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Wihrend die Fette zahlreicher anderer Rhus-Arten chemisch 
venauer untersucht sind, enthalt das Schrifttum bisher keine Angaben 
iiber das Fett aus den Friichten von Rhus typhina. Das Fett anderer 
Rhus-Arten, z. B. Rhus succedanea, Rh. acuminata, Rh. vernicifera, 
Rh. sylvestris u.a., wird im Alteren Schrifttum als ,,Sumachwachs* 
oder ,,Japanwachs* bezeichnet. Die chemische Untersuchung des 
_Japanwachses** ergab jedoch, daB es vorwiegend Glyceride hoch- 


molekularer Fettsiuren und einiger Dicarbonsaéuren, insbesondere der 
Japansaure, enthalt, so daB die im neueren Schrifttum tibliche Be- 


zeichnung ,,Japantalg‘* oder ,,Sumachfett’ zutreffender ist (5). 

Vorbereitung des Materials. Die Hauptmenge der fiir unsere Unter- 
suchungen verwendeten Fruchtstande haben wir von Essigbéumen aus 
der Umgebung von Tetschen eingebracht: nur eine fiir eine spezielle 
Untersuchung bestimmte Probe stammte aus einem hoéher gelegenen 
Gebiet der bayrischen Ostmark. Die Abnahme der groBen roten Frucht- 
stande gestaltet sich sehr einfach, da sie mit der Hand oder mit einer 
Stange von den Essigbéiumen abgeknickt werden kénnen. Im Labora- 
torium wurden die naturfeuchten Fruchtstande ausgebreitet und einige 
Tage bei Zimmertemperatur gelagert. AnschlieBend wurden die luft- 
trockenen Steinfriichtchen mittels eines Porzellanscherbens von den 
Fruchtstanden abgerispelt ; da sowohl die Samen als auch die Frucht- 
hiillen Fett enthalten, wurden sie teils voneinander getrennt und die 
beiden Portionen gesondert untersucht, teils wurde das Fett aus den 
geschroteten ganzen Friichten gewonnen. 

Gewinnung des Gesamtfettes aus den ganzen Friichten (mit Einschlup 
der Samen). Am zweckmaBigsten gewinnt man das Fett durch Benzin- 
extraktion. Wir verwendeten dazu grobe gliserne Extraktionsapparate 
nach Dr. Schébel und einen groBen Extraktor aus Zinkblech, als Fett- 
lésungsmittel Benzin vom Siedebereich 50 bis 60°. Aus dem Benzin- 
extrakt wurde das Lésungsmittel bei vermindertem Druck im Stickstoff- 
strom so weitgehend als méglich abdestilliert und der letzte Rest des 
Benzins durch wiederholtes Anwarmen und Evakuieren im Exsikkator 
entfernt, bis Gewichtskonstanz eintrat. 

Die friiher tibliche und auch fiir unsere ersten Versuche benutzte 
Atherextraktion war aus zwei Griinden vollig ungeeignet; einerseits erleidet 
das Fett durch die stets im Ather enthaltenen oder in frisch iiber Natrium 
destilliertem Ather sich sehr bald wieder bildenden Atherperoxyde Ver- 
anderungen und andererseits werden durch den Ather betrachtliche Mengen 
der verschiedensten Stoffe (organischer Saiuren und deren Salze, Harze u. a.) 
aus dem Extraktionsgut mit herausgelést, so da®B das ,,Rohfett’: etwa zw 
Halfte aus ,,Unverseifbarem* bestand. 

Eine Auspressung des Fettes erwies sich als undkonomisch, weil damit 
nur unbefriedigende Ausbeuten erzielt werden konnten. Das trifft sowohl 
fiir eine kalte als auch fiir eine warme Pressung (bei etwa 70°) der gemablenen 
Friichte zu, die in einer Versuchspresse der ,,Lobositzer Aktiengesellschaft 


on* 
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fir Erzeugung vegetabilischer Ole‘* durchgefiihrt wurde, wofiir wir He: 
Direktor Dr. Mosebach und seinen Mitarbeitern auch an dieser Stelle beste: 
danken, Fiir die Gewinnung des Fettes kommt somit lediglich die Extrakt i 
in Betracht. 

Das mit Benzin extrahierte dunkel gefarbte Rohfett besteht 7 
etwa 89°. aus Reinfett, enthalt somit wesentlich weniger unverseifbar 
Anteile als ein Atherextrakt. 

Von sieben mittelgroBen Essigbiumen und acht kleinen Straucher 
haben wir im Herbst 1939 insgesamt 18.9 kg abgerispelter lufttrockene: 
Friichte (einschlieBlich Samen) erhalten, aus denen wir 1,45 kg Gesamt 
rohfett (entsprechend 85°, der Trockensubstanz) gewannen. Das 
extrahierte Rohfett war griinlichbraun gefarbt, besaB einen schwachen 
eigenartigen, nicht unangenehmen Geruch und eine schmalzartig: 
halbfeste Konsistenz. Es schmolz im Schmelzpunktsbestimmungs 
Apparat nach Roth bei 38°; nach Boulez bestimmte Schmelzpunkte 
lagen zwischen 28 und 32°. Das spez. Gew. des Fettes betrug: D* 

0,9404, sein mit einem Zeissschen Eintauchrefraktometer bestimmter 
Brechungsindex: nj, 1.4934. 

Demgegeniiber weist das in warmeren Gegenden gewonnene Sumach- 
fett anderer Rhus-Arten eine festere talgartige Beschaffenheit auf, wie 
sie dem Fett aus Pflanzen warmer Gebiete eigen ist. Die in kalteren 
Gegenden wachsenden Pflanzen bilden bekanntlich fliissige Fette aus (6). 

Die Kennzahlen des Rohfettes ganzer Friichte und der in ihm ent- 
haltenen Fettsdiuren. Nach Feststellung seiner Kennzahlen wurde das 
Rohfett in der tiblichen Weise mit alkoholischer Kalilauge verseift. Aus 
der Seife wurden nach Zusatz von Wasser die Fettsiuren mit 25° iger 
Schwefelsaure abgeschieden, samt den unverseifbaren Bestandteilen 
mit 10° iger Kochsalzlésung und anschlieSend mit Wasser griindlich 
gewaschen, in warmem Benzin (70 bis 80°) gelést, die Lésung durch 
Waschen mit warmem Wasser vollig von Mineralsiure befreit und mit 
Natriumsulfat getrocknet. SchlieBlich wurde das Lésungsmittel bei 
vermindertem Druck abdestilliert und der Abdampfriickstand im 
Vakuumexsikkator zur Gewichtskonstanz gebracht. Der aus den 
wasserunléslichen Fettsauren und den nichtfliichtigen unverseifbaren 
Begleitstoffen bestehende Riickstand schmolz bei 36° (bestimmt nach 
Boulez) und sein Titer (Dalican) lag bei 33,99. In dem nach Ermittlung 
der wichtigsten Kennzahlen verbleibenden restlichen Riickstand wurden 
die Fettsdéuren in ihre Kalisalze umgewandelt, diese in Wasser gelést, 
und das Unverseifbare mit Benzin (30 bis 50°) ausgeschiittelt. Die mit 
Schwefelsaéure wieder ausgefallten und von Wasser befreiten Fettsauren 
schmolzen bei 43° (Boulez), ihr Titer (Dalican) lag bei 38°. Die in Ta- 
belle I zusammengestellten Kennzahlen des Rohfettes und _ seiner 
Fraktionen sind Mittelwerte aus mindestens zwei Parallelbestimmungen. 
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Tabelle I. 





» Rohfett Fettsduren 
Kennzahlen (mit 11,1 Unverscithires Fettsiuren 
U nverseifbarem) 

i toa keels tne Givian aly oS bres 23,2 176,4 180,2 
Mittleres Molekulargewicht .... 317,2 310.9 
oe Ree fees eae 214,1 
| a a ee Sethe: 190.9 
JZ (Hiibl) oy lap antes casa te ae a Pe eal 59,76 53,24 51.58 
Rh Z (Kaufmann) ........... 47,20 14,68 19 D4 
Rn Lede cca ey 68 5.7 
SE kee 4 Ses. 0.9 
Recs coe «hi esas tors nf eee 193,1 263,5 267.6 


Die Ausfithrung der Titrationen am Rohfett und an den abgeschiedenen 
Fettsiuren wurde durch eine dunkle Verfarbung auf Zusatz von Lauge 
erschwert. Die fiir die Titration dunkler Fette empfohlenen Indikatoren 
Alkaliblau 6 B und Thymolphthalein lieBen keine scharfen Umschlags 
punkte erkennen. Die Verwendung von 2 ccm 1 %iger Phenolphthalein- 
lésung in der mit Alkohol stark verdiinnten Fettl6sung oder noch besser 
die elektrometrische Titration fiihrten zum Ziele. 

Die relativ hohe N Z des Rohfettes deutet auf das Vorhandensein 
erheblicher Mengen freier Fettsauren hin und auf die Méglichkeit einer 
teilweisen Spaltung des Fettes. Ahnlich hohe NZ (21,4) hat auch 
Trevithick (7) an einem Sumach6l nicht genannter Herkunft festgestellt 
Die N Z der freien Fettsiuren und ihr mittleres Mol.-Gew. sprechen 
fiir die Gegenwart hochmolekularer Sauren. Weiterhin fallen besonders 
die hohen OH Z der Fettsduren auf, die nach Abtrennung der un- 
verseifbaren Bestandteile noch etwas ansteigen. Sie geben das Vor- 
handensein grober Mengen von Oxysauren zu erkennen. Oxyfettsauren 
lieBen sich aus dem Fett tatsachlich in bedeutender Menge isolieren und 
zum Teil sogar rein darstellen, woriiber spater berichtet werden soll 
Die J Z und auch die Rh Z des Rohfettes liegen auffallenderweise héher 
als die der freien Fettsauren, wie wir auch an anderen Proben schon 
friiher feststellen konnten. Ahnliches beobachtete Brubaker (8) an dem 
mit Ather extrahierten Samenél von Rhus glabra, dessen J Z zwischen 
126,55 und 128,98 lagen, wihrend die J Z der freien Fettséuren 121.8 
betrug. Halden und Griin (9) halten diese J Z begreiflicherweise fiir zu 
niedrig; aber auch T'sujimoto (10) fand neuerdings fiir das Frucht 
fleischfett von Rhus succedanea héhere J Z (13.4) als fiir die daraus 
erhaltenen freien Fettsduren (12,7). Der Grund fiir diese somit schon 
mehrfach gemachten Befunde diirfte darin zu suchen sein, daB das 
Rohfett wasserlésliche ungesattigte Verbindungen enthielt, die beim 
Auswaschen des angesfiuerten Verseifungsproduktes entfernt wurden 

Gewinnung der freien Fettsduren durch Destillation. Aus dem dunkel 


gefarbten Rohfett erhielten wir durch Destillation im Vakuum bei | bis 




















370 J. Tischer, FE, [lIner u. R. Seidl: 


2mm Hg-Druck ein hellgelb gefairbtes Destillationsprodukt. Zu dieser 
Versuch wurde das Fett der 1939 eingebrachten Friichte verwendet 
dessen Kennzahlen in Tabelle Langefiihrt sind. Es war selbstverstandlic! 
nicht zu erwarten, dal} das Fett bei diesem Druck unzersetzt destilliert 
denn Glyceride lassen sich bekanntlich nur durch Molekulardestillatio: 
bei 10-3 bis 10-4 mm Hg-Druck, bei dem eine Verdampfung ohne Sieder 
ermoglicht wird, unzersetzt destillieren; bei héheren Drucken erleiden 
sie weitgehende Zersetzungen (11). Bei unseren Versuchen kam es uns 
jedoch nicht so sehr auf die Erhaltung der Glyceride an, als vielmehi 
auf die Erzielung eines méglichst hellen Destillationsproduktes, um dic 
darin enthaltenen freien Fettsiuren naher untersuchen zu kénnen. 

Die Destillation wurde in einem 100 cem Claisen-Spitzkolben der neuen 
vom Jenaer Glaswerk in den Handel gebrachten Form Gi 895 mit langem 
Hals in Verbindung mit einer Bredt-Parlatoschen Vorlage durchgefiihrt 
Zwecks elektrischer Heizung des Kondensationsrohres lieBen wir auf dieses 
ein Mantelrohr aufziehen und zwecks besseren Abtropfens des Destillates 
das Auslaufende des Kondensationsrohres mit einer Abtropfnase versehen!. 
Der am Vakuskop abgelesene Druck von 0,2 bis 0,3 mm Hg blieb wahrend 
der Destillation ziemlich konstant ; mit Riicksicht auf die kurzen weitlumigen 
Verbindungsleitungen durfte man mit einem Vakuum von etwa 1 bis 2mm 
Hg im Destillierkolben rechnen; die Destillationstemperatur betrug 160 
bis 215°, der Destillationsriickstand etwa !/, des urspriinglichen Fettes. 

Das gelb gefarbte Destillationsprodukt, das an der Luft und am 
Licht geringfiigig nachdunkelte, hatte eine schmalzartige halbfeste 
Konsistenz und einen etwas scharfen Geruch, Sein Schmelzpunkt lag 
gegeniiber dem des Rohfettes um weniges héher; es schmolz bei 39°, 
nach Boulez zwischen 32,6 und 33,5°. Sein nach Wolfbauer bestimmter 
Erstarrungspunkt betrug 36°. Die Abnahme der Dichte des Destillates 
kommt schon in der zweiten Dezimale zur Geltung, sie betrug D*® 

0,9250. Der Titer der Fettsaéuren (Dalican) (36,5°) hat um_ 1,5° 


,abgenommen. Weitere Verainderungen des Fettes bei der beschriebenen 


Vakuumdestillation ergeben sich aus einem Vergleich der Kennzahlen 
des Rohfettes mit denen des Destillates (Tabelle I1). Dabei ist ersichtlich, 
daf die Hauptmenge der Glyceride bei der Destillation aufgespalten 
wurde und dafi im wesentlichen freie Fettsiuren, ferner unverseifbare 
Bestandteile, schlieBlich aber auch eine kleine Menge Ester iiberdestilliert 
sind. Die bedeutende Erhéhung der N Z des Destillates ist sicherlich 
in der Hauptsache auf die Freilegung des gréBten Teiles der Fettsauren 
zuriickzufiihren, daneben aber auch auf eine teilweise Zersetzung der 
Oxyfettsiuren. DaB eine solche stattgefunden hat, ergibt sich aus der 
Erniedrigung des mittleren Mol.-Gew. der Fettsiuren; auch das Auf- 
treten von Wassertrépfchen in der Vorlage wahrend der Destillation 


1 Einzelheiten der Apparatur werden in der Dissertation von R. Seidl 
mitgeteilt. 
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Tabelle LI. 





tohfett Destilliertes Fett 
K ennzahlen vets — Fett- Fett oo Fett- 
seifbares sauren seifbares Saure! 

Mab cost ateeseamese 23,2 176,4 180,2 145.1 162,6 194,8 
Mittleres Molekulargewicht 32,2 310,9 344,9 288,0 
Co See? tike(ptaecers 48 ee 175,7 
Ye re ee 11909 30.5 
Iz (Hiibl) bibl Se ly Pel otw oecels 59,76 53,24 51,59 73,19 65,91 64,79 
Rh Z (Kaufmann) ...... 17,20 44,68 39,24 58,54 57,50 58,75 
SY ee oy 5,7 4,2 
Po@ ..... ee awewuke aad 0,9 0,6 
Cs ii chalcis Ge stats AE «a 193,1 263,5 267,6  175,2 201,1 206,9 
Unverseifbares .......... 11,1 16,5 Fa34 


spricht dafiir. Eine weitere Folge der teilweisen Zersetzung von Oxyfett- 
siuren ist das deutliche Ansteigen der JZ und Rh Z. Diese Befunde 
deuten auf das Vorhandensein von /-Oxysauren im urspriinglichen Fett, 
die bekanntlich durch Wasserabspaltung in ungesattigte Sauren mit der 
Doppelbindung zwischen dem x- und §-C-Atom neben wenig A” ’-Siauren 
iibergehen. Mit der Zunahme des Unverseifbaren hangt zusammen, 
daB die N Z der nicht vom Unverseifbaren getrennten Fettsaiuren des 
Destillationsproduktes niedriger liegt als die der gleichen Fraktion des 
tohfettes. Die Esterzahl muBte selbstverstandlich bei der weitgehenden 
Zersetzung der Glyceride auf einen minimalen Wert sinken; aus dem 
Vergleich von N Z und V Z ergibt sich jedoch, daB eine kleine Menge 
Ester mit iiberdestilliert ist. Es sei noch darauf hingewiesen, dali die 
JZ auch des destillierten Fettes auffallenderweise héher liegt als die 
JZ der freien Fettsiuren, wie wir es auch beim Rohfett festgestellt 
haben. 

Getrennte Untersuchung des Fruchthiillen- und Samenfettes. Zu 
diesem Behufe wurden die abgerispelten Friichte zunachst kurz in 
einer Porzellankugelmiihle gemahlen, wodurch die Fruchthiillen von 
den unversehrten Samen abgelést und zerkleinert wurden. Durch ein 
Sieb geeigneter Lochweite konnten die Samen von den Fruchthiil!en 
getrennt werden. Die abgesiebten und ausgelesenen Samen wurden 
sodann fein vermahlen. 

Die im Winter 1938/39 von verschiedenen Baumen der Umgebung 
eingebrachten Fruchtstinde lieferten beim Abrispeln 16,7 kg Frichte 
mit 9,83 kg Fruchthiillen (= 58,9°,) und 6,85 kg Samen (— 41,1°,). 
Die im Herbst 1939 gesammelten 18.9 kg Friichte bestanden aus 8.4 kg 
Hiillen (= 44,5°%) und 105kg Samen (= 55,5°.). Wie die Unter- 
suchung der von einzelnen Baumen abgenommenen Fruchtstande ergab, 
kann bei uns der Anteil der Fruchthiillen von 10.8 bis 61,0°., jener der 
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Samen von 39.0 bis 89,2 ° 


» des Gewichtes der abgerispelten Friicht 
schwanken, Beide Organe sind sehr wasserarm (Fruchthiillen 6 bis 11 ° 
Samen 6 bis 10°.). Auch der Gehalt an Rohasche ist niedrig (4,5°,. i) 
den Hiillen und 1,6° 
probe ergab. 

Aus den 9,83 ke Fruchthiillen der Ernte 1938 erhielten wir dure! 
Benzinextraktion 1,126 kg Rohfett, d.s. 12,2°, der Trockensubstanz 
aus den zugehorigen 6,85 kg gemahlenen Samen dagegen nur 0,227 ke 


oder 3,5‘ 


in den Samen), wie die Veraschung einer Misc] 


oO 


» der Trockensubstanz. Der Rohfettgehalt der ganzen Friicht: 
betrug somit 8,64°. der Trockensubstanz. Die Hauptmenge des Fette- 
entfallt auf die Fruchthiillen. Diese Verteilung des Fettes trifft: zwa: 
nicht fiir alle Rhus-Arten zu, wurde aber auch bei einzelnen andere: 
beobachtet. So enthalten z. B. die Friichte von Rhus vernix 25,5 
Fruchthiillen mit 20°, Fett und 74,5°> Samen mit nur 0,25°° Fett 
gehalt (12). Die in der ersten Oktoberhalfte 1939 von elf Baumen aus 
der Umgebung eingeholten Proben zeigten nicht unbetrachtliche Schwan 
kungen des Rohfettgehaltes (s. Tabelle IIL), in den Fruchthiillen 8,6 bis 
154°, (Mittel 12.3%), in den Samen 1,1 bis 6,2°, (Mittel 3,1° 0), dit 
mit dem verschiedenen Reifegrad, vielleicht auch dem Alter der Baum 
zusammenhiangen diirften. Erwahnt sei auch, daB sich der Rohfett 
gehalt der Hiillen und Samen von im Marz 1939 abgenommenen Friichten 
nicht wesentlich von dem im vorangegangenen Herbst eingebrachtet 
Friichte der gleichen Baume unterschied. 

Auch die am Rohfett verschiedener Proben ermittelten JZ (nach 
Hiibl) schwanken sehr. Schon die im Herbst 1938 gesammelte Misch 
probe unterschied sich in der J Z ihrer Rohfette von der im Herbst 193% 
eingebrachten: 





JZ des Hiillenfettes JZ des Samenfettes 


1938 50,3 96,4 
1939 45,9 60,1 


Ordnet man die untersuchten Einzelproben nach fallendem Roh 
fettgehalt der Hiillen und Samen (Tabelle III), lassen die JZ eine 
gewisse Beziehung zu jenem erkennen. Zu héheren Rohfettgehalten 
gehéren meist auch héhere JZ. Da nun ein héherer Fettgehalt als 
Ausdruck weiter fortgeschrittener Reife angesehen werden kann, diirfte 
man folgern, daB mit der Ausreifung der Friichte der Anteil der un 
gesittigten Fettsiuren (Verbindungen) im Rohfett wachst. Nach 
Untersuchungen von Jvanow (13) erfahren wahrend des Reifens von 
Olsaaten die ungesattigten Fettsauren (Verbindungen) bei trocknenden 
Olen eine Zunahme. Der genannte Autor beobachtete die allmahliche 
Zunahme der J Z bei solechen Olen, die Linolsdure oder Linolensaure 
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Tabelle ILI. 








Fruchthiillen Samen 
Nr. °/, Rohfett JZ Nr. » Rohfett Jz 
1 15,39 57,40 5 6,23 96,18 
2 14,81 54,27 7 5,03 D4 
3 13,94 81,83 2 3,35 53.11 
} 12,71 55,36 10 3,20 81,14 
5 12,69 18,42 9 3,25 54,75 
6 12,37 $0.70 l ? 60 57.09 
7 12,02 23,83 | ,58 1,25 
8 11,87 44,93 6 1,40 $6.17 
9 11,10 19,16 3 1,97 57,45 
10 10,06 41,55 11 1,82 40,16 
11 8,60 37,61 8 LL) 63,70 


enthalten. Das Rhus typhina-Fett gehért zwar nicht zu den trocknenden 
Olen, enthalt jedoch beachtliche Mengen von Linolsaure, die wir isoliert 
und als Tetrabromstearinséaure nachgewiesen haben. Ausnahmen von 
dieser Beziehung kénnten klimatisch bedingt sein, da auch die Tem- 
peratur waihrend des Reifungsvorganges mit hereinspielt, wie weiter 
unten dargetan wird. Die Samenfette von Rhus typhina sind durch- 
schnittlich starker ungesattigt als die Hiillenfette, doch scheinen keinerlei 
Beziehungen hinsichtlich der Intensitat der Fettbildung zwischen 
Samen und Hiillen zu bestehen. 

Andere Kennzahlen der aus den Fruchthiillen und den Samen 
gewonnenen Fette weisen geringere Unterschiede auf als die JZ. In 
Tabelle [IV werden sie mit den fiir andere Rhus-Arten im Schrifttum 


Tabelle IV. Kennzahlen der Fette aus verschiedenen Rhus-Arten 





Stammpfianze NZ VZ — IZ 
Rhus typhina, Frucht- | Mischorobe | 72*8 201,3 179,4 50,3 
hiillenfett neues 
; ; Herbst 1938 . ba , 
Rhus typhina, Samenfett | 15,2 192.1 176,9 96,4 
Rhus coriaria, Samendél (14) ........ 9,6 191,9 182,3 97,5 
Rhus succedanea, Fruchtfleischfett | is 208, 192,2 Pe 
(10, 15, 16) | 5,1 206,6 201,5 18,8 
Rhus succedanea, Samenfett (15) ... 82,9—119,2 
Rhus glabra. Ol aus geschaltenSamen { 10—12 194,7—195,3 86—87,9 
(17, 8) | 0,9 190,8—193.8 126,6—129,0 
Rhus glabra, Fett aus mit Wasser aus- 
gezogenen getrockneten Schalen (17) 179.7 87,2 
Rhus vernix, Fruchthiillenfett (12) 236,3 13,1] 
Rhus vernix, Samen6él (12, 15) ..... | 267,7 130,0 
| 126,4 133.4 
Rhus toxicodendron (12) ........... 238,6 30,1 
Rhus diversifolia (18) .............. 29,6 8,8 
Se OUTED, FIG) ob ic eS a 157, 1 11,4 
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angegebenen vergleichshalber zusammengestellt. Die V Z, Esterzahlen 


und auch die N Z gehéren zum Teil der gleichen GréBenordnung an 
wie aus den J Z zu ersehen ist, zeigen die Samenfette teilweise noch 
starker ausgepragte Unterschiede im Sattigungsgrad als das Fett aus 
den Friichten von Rhus typhina. Es mu allerdings darauf hingewiesen 
werden, daB die in Tabelle [V angefiihrten Zahlen zum Teil Einzelwerte 
sind, die nicht iiber die sicherlich auch hier vorkommenden Schwan- 
kungen hinwegtauschen diirfen. 

Einfluf klimatischer Faktoren auf die Fetthildung. Um die Ver- 
ainderungen des Rohfettes und seiner Zusammensetzung unter dem 
Kinflu&8 des Klimas und der jahreszeitlichen Schwankungen kennen- 
zulernen, wurden von drei klimatisch unterschiedlichen Standorten an 
verschiedenen Terminen des Herbstes und Winters Friichte von jeweils 
dem gleichen Baum eingeholt und, getrennt nach Fruchthiillen und 
Samen, auf den Gehalt an Rohfett und dessen J Z untersucht (Ta- 
belle V). Der Grad der Sattigung der pflanzlichen Fette ist bekannter- 


Tabelle V. 





‘Temperatur- Fruchthiillen Samen 
Standort des Baumes Mittel pas aca ry ae 
7ust-Se » 5 . Q y 0 y 
August-September Rohfett IZ Rohfett IZ 


Leitmeritz, 168 m | 16,79 17. X.1939 12,69 | 48,42 6,23 96,18 
iiber N.S. | Warme Lage 15. XI. 1939 14.96 58,41 4,45 125,54 
A 15,59 2, X.1939 10,06 41,55 3,25 81,14 

schen, ) Mittlere Lage 7. III. 1940 10,72 | 67,34 0,54 | 69.36 


235m iiber N.S. 
Pawinow ; : mete 4 Fae 

bei Hartmanitz, 13,4° 28. XI. 1939) 12,24 | 45,55 0,69 | 78,86 
Bohmerwald, Rauhe Lage = 30. XII. 1939) 10,45 | 42,3 0,99 57,65 
630 m uber N.S. | 30. 1.1940 9,04 45,55 0,45 46,08 


a, 


maBen von verschiedenen Faktoren abhangig, reifeverzégernde Be- 
dingungen des Bodens und Klimas erhéhen im allgemeinen die J Z (19). 
Insbesondere hat /vanow (20) durch seine Arbeiten den groBen EinfluS 
der Temperatur wahrend der Samenreifung fiir die Bildung ungesattigter 
Fettsduren in Leinsamen herausgestellt: in nérdlichen Breiten und im 
Gebirge, wo zur Zeit der Samenreife ein starker Wechsel der Tag- und 
Nachttemperaturen herrscht, bilden sich mehrfach ungesattigte Sauren 
in gréBerer Menge als in siidlichen Breiten mit milderem Klima ohne 
jihe Temperaturschwankungen. Die an die Forschungen /vanows 
vekniipfte Erwartung, daB kithlere Lagen und demzufolge tiefere Tem- 
peraturen wahrend der Reifungsperiode zu einer Zunahme der un- 
yesittigten Sauren fiihren miiBten, hat sich im allgemeinen nicht erfiillt. 
Die vom Oktober zum November erfolgte Erhéhung der JZ der Friichte 
des in der klimatisch giinstigen Lage von Leitmeritz gewachsenen 
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Kssigbaumes kénnte allenfalls noch in diesem Sinne Einwirkung 
tieferer Temperaturen gedeutet werden. Bei den beiden anderen 


klimatisch weniger gut gestellten Baumen diirften die Friichte gar 
nicht voll ausgereift sein, wie man aus den niedrigen Fettgehalten der 
Samen schlieBen kénnte. Allerdings ist das Stadium der Vollreife bei 
Rhus typhina schwer zu fassen. 

Der mit der Ungunst der Lage zunehmende Abfall des Fettgehaltes 
der Samen und auch der Fruchthiillen erscheint in Hinblick auf die 
Beheimatung des Essigbaumes in warmen Gegenden verstandlich. Die 
starke Abnahme des Samenfettes zum Friithjahr (Birkigt) kbnnte mit den 
tiefen Temperaturen des strengen Winters 1939/40 zusammenhangen, 
doch erscheint das Hiillenfett davon nicht betroffen. Uberhaupt zeigt 
das Rohfett der Fruchthiillen sowohl seiner relativen Menge als auch 
seiner J Z nach geringere Schwankungen als das Samenfett. 

Um zu sehen, ob das in herbstlichen Friichten enthaltene Fett 
unter der Einwirkung héherer Temperaturen abgebaut bzw. verandert 
wird, wurde ein Teil der Ende November aus Pawinow eingeholten 
Friichte 48 Tage bei Zimmertemperatur, ein anderer Teil wahrend dieser 
Zeit bei 6° im Kiihlschrank gelagert. Hierauf wurde der kiihl gehaltene 
Teil weitere 48 Tage bei Zimmertemperatur gehalten und der andere 
Teil aus der Zimmerwarme fiir die gleiche Zeit in den Kiihlschrank 
eingestellt. 

Die in Tabelle VI vereinigten Werte zeigen, das der Temperatur- 
wechsel den Gehalt der Fruchthiillen an Rohfett und die JZ nur 
wenig beeinfluBt; es mag dies mit der Wasserarmut und demzufolge 
mit dem geringen Stoffumsatz dieser Organe zusammenhangen. In den 
etwas wasserreicheren Samen scheinen immerhin gewisse Veranderungen 
vorgegangen zu sein. 

Tabelle VI. 





Fruchthiillen Samen 


Lagerungsbedingungen Anteil | H,O Antell HO 
. vy Rohfett IZ ey 


0 0 0 


Rohfett JZ 


48 Tage bei 


- 163.9 5,25 10,75 42,32 36,1 6,11 0,48 | 53,88 
Zimmertemperatur = | 


48 Tage bei 0° 


: sop 1626 > 21 1,46 061; 37%, 8,00 0,84 42,52 
im Kihlschrank | 414 11,46 | 41,06 3704 84 42,0 
Die bei Zimmer- 
temperatur gelager- 

ten Friichte nach 64,3| 7,02 | 11,74 48,16: 35,7 7.56 0,54 58,11 


\ 
48 tagiger Lagerung 
bei 0° 
Die bei 0° gelagerten 
Friichte nach | 
{8 tagiger Lagerung 63.9 5,62 9,02 | 39,69 36,1 5,50 0.56 63.65 
bei Zimmertem- 
peratur 
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Anhang. 


Bleichung des Rohfettes. Da das durch Benzinextraktion gewonnen 
Lohfett eine griinlichbraune Farbe aufwies, wurden damit Entfarbungs 
versuche angestellt. 

Zusatz von Bleichungsmitteln zum erwarmten Fett, wie z. B. Bleichercd: 
(Merck), Fullererde (fiir sich allen und im Gemisch mit aktiven Kohlen). 
durch Mineralsiuren aktivierte Bleicherden wie Frankonit KL, Tonsil AC. 
Entfarbungskohlen wie z. B. Norit FNA, Carboraffin, Esbit, Gemische vor 
Carboraffin und Frankonit (1:9) u.a. in Mengen von 5 bis 10°, der Fett 
menge, fiihrten nicht zu befriedigenden Ergebnissen. Auch chemiscl 
wirkende Bleichmittel wie Natriumsuperoxyd, Natriumhyposulfit, Chlorkalk, 
Schwefelsiure u. a. brachten nicht den gewiinschten Erfolg. Ebensowenig 
fiihrte die Durchschiittelung einer 10- bis 20° igen Lésung des Rohfette 
in Benzin mit den oben genannten hochaktiven Bleicherden, ferner mit 
Starkearten, Kieselgur u.a. zum Ziel. Bessere Ergebnisse erhielten wi 
bei der Filtration.des in Benzin gelésten Fettes durch die oben genannten 
und andere Adsorptionsmittel, doch erwiesen sich die feinkérnigen Bleich 
erden wegen der zu geringen Durchlautgeschwindigkeit fiir diese Art dei 
Adsorptionsbleichung als praktisch ungeeignet. 

Den besten Erfolg brachte die schon im Sommer 1937 in anderem 
Zusammenhang versuchte Filtration der Benzinlésung des Fettes durch 
eine Aluminiumoxydsaule, wobei sich eine Reihe von Farbzonen aus 
bildete. In der obersten dunkeloliv gefarbten Zone wurden Chlorophylle 
und harzartige Stoffe adsorbiert ; neben diesen farbenden Bestandteilen 
enthielt die oberste Zone in erster Linie freie Fettsdéuren (21), Phyto 
sterine und auch Fette. In der anschlieBenden Zone wurden graue 
Farbstoffe, Fette und nur geringe Mengen freier Fettsauren zuriick- 
gehalten. Die tieferliegenden Bezirke waren teils farblos, teils durch 
Carotinoide orange bzw. hellrosa gefarbt. Setzte man die Filtration 
der Benzinlésung des Fettes durch Aluminiumoxyd solange fort, bis der 
gesamte Rohrinhalt mit dunkel gefarbten Verunreinigungen durchsetzt 
war, erhielt man im Filtrat eine gelbe Fettlésung und nach Abdestillieren 
des Lésungsmittels ein von Carotinoiden gelb gefirbtes festes Fett. 
Auch die Carotinoide lassen sich durch Adsorption aus dem Fett restlos 
entfernen, wie Kaufmann (22) am Sperm6l, Palm6él und Sojaél gezeigt 
hat, doch ist hierzu beim Rhus thyphina-Fett eine mehrmalige Adsorp- 
tion erforderlich. Eluiert man die dunkel gefarbten Zonen aus dem 
Adsorptionsrohr mit alkoholhaltigem Benzin, so bleiben ein groBer Teil 
der farbenden Stoffe und auch freie hochmolekulare Fettséuren am 
Aluminiumoxyd haften. Das Eluat ist dadurch stark aufgehellt und 
laBt sich nach Entfernung des Alkohols durch Wiederholung der Adsorp- 
tion entfarben. 

Zusammenfassung. 


Das an den Fruchtstanden von Rhus typhina beobachtete und bei 
héheren Pflanzen nicht gerade haufige Vorkommen von Fett auBerhalb 
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der Samen bot Veranlassung zu obiger Untersuchung. Das Fett wurde 
teils aus ganzen abgerispelten Friichten, teils getrennt nach Frucht- 
hillen und Samen mit Benzin extrahiert. Dabei lieferten die Samen 
durehsechnittlich 3,1 bis 3,5°,, die Fruchthiillen jedoch 12,2 bis 12.3 
Rohfett in der Trockensubstanz, das dank dem verwendeten Extraktions- 
mittel zu etwa 89° aus Reinfett bestand. Wie aus den OH-Zahlen 


hervorgeht, besteht das Fett zu einem hohen Prozentsatz aus Glyceriden 
von Oxyfettsauren. Diese werden mit dem gréB8ten Teil der anderen 
Fettsiuren, von denen bereits einige identifiziert sind, bei der Vakuum- 
destillation des Rohfettes freigelegt und gehen teilweise in ungesattigte 
Fettsdauren tiber. Der Fettgehalt und der Sattigungsgrad des Fettes 
unterliegen groBen Schwankungen, die mit dem verschiedenen Reife- 
zustand der Friichte zusammenhangen, zum Teil auch klimatisch 
bedingt sein diirften. Das Samenfett weist durchwegs héhere J-Zahlen 
auf als das Fett der Fruchthiillen. Durch Lagerungsversuche wurde 
gezeigt, daf} Temperaturwechsel den Fettgehalt der Fruchthiillen und 
die J-Zahl des Fettes kaum beeinflussen. Die besten Bleichungs- 
ergebnisse des dunkel gefarbten Rohfettes wurden bei der Adsorption 


aus Benzinlésung an Aluminiumoxyd erzielt. 


Dem Forschungsdienst danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit, 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Uberlassung eines Eintauch- 
refraktometers. 
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Uber die Inhaltsstotte 


der Friichte von Rhus typhina L. 
Il. Mitteilung: 
Gewinnung und Nachweis der Apfelsiure. 
Von 
Josef Tischer. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie der Landwirt 
schaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwerd. ) 


(Eingegangen am 27. Januar 1941.) 


Die Friichte von Rhus typhina L. besitzen einen sauren Geschmack 
der der Pflanze offenbar die Bezeichnung Essigbaum eingetragen haben 
diirfte 1. Lewnis (1) fiihrt zu dieser Namenserklarung an, daB die 
Friichte der Essigbaume zur Verstarkung von Essig Verwendung finden. 
Nach miindlicher Mitteilung des Obergirtners J.Synek, Kulm (Sudeten- 
land) werden in Albanien die fruchttragenden Triebe von Rhus typhina 
zerkleinert und in mit Wasser gefiillten Bottichen einer Selbstgarung 
iiberlassen. Die dabei entstehende saure Fliissigkeit dient dort dem 
cleichen Zwecke wie bei uns der Essig. 

Auf Grund der hier beschriebenen Untersuchungsergebnisse wird 
der saure Geschmack der Friichte durch |-Apfelsiure verursacht, die in 
betrichtlichen Mengen darin enthalten ist. 

Schon 1853 behauptete Watson (2), daB Apfelsiure in einem 
wasserigen Auszuge der Friichte von Rhus glabra vorkomme. Diese 
Angabe tibernahm Kraemer (3) ohne weitere Nachpriifung auch fiir 
Rhus typhina und berechnete auf Grund der Titration den Sauregehalt 
solcher wasseriger Ausziige mit 7,8 bis 10,3 °% der lufttrockenen Substanz 
als Apfelsiure. Doch kommen nach unseren Beobachtungen in den 
wasserigen Extrakten der Friichte von Rhus typhina auch Gerbséure 
und andere organische Saéuren in sehr beachtlichen Mengen vor. 

Bei den vielen Mangeln und Irrtiimern, die gerade beim Nachweis 
der Apfelsiure in Pflanzen und Pflanzenorganen vorgekommen sind, 
wurde auf ihren einwandfreien Nachweis besonderer Wert gelegt; denn 
1923 muBte bei einer kritischen Sichtung von mehr als 200 Literatur- 
angaben iiber das Vorkommen der Apfelsiure im Pflanzenreich durch 
Franzen und Keyssner (4) das gesicherte Vorkommen der Apfelsaure 
auf nur 15 Pflanzen, ihr wahrscheinliches Vorkommen auf 11 Pflanzen 
eingeschrankt werden: in allen anderen Fallen fehlte der eindeutige 


1 Neben Rhus typhina wird auch Rhus coriaria Essigbaum genannt. 
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Nachweis. Unter den von den genannten Autoren gesichteten Arbeiten 
befindet sich jedoch weder die von Watson (2) noch die von Kraemer (3) 
Wie die im folgenden beschriebenen Versuche dartun, konnte die Apfel- 
siiure sowohl aus den Fruchthiillen als auch aus den Samen von Rhus 
typhina isoliert und in reiner Form kristallisiert erhalten werden. Sie 
wurde eindeutig nachgewiesen und ihre Menge bestimmt. 

Isolierung der Apfelsture aus den Fruchthiillen. Durch Auslaugung 
mit Wasser werden neben Apfelsiure und ihren Salzen auch eine Reihe 
anderer organischer Saéuren, wie z. B. Weinsdure und Gallussaure, 
ferner Farbstoffe u.a. gelést. Infolgedessen gestaltet sich die Ab- 
scheidung und Reindarstellung der Apfelsiure aus diesem Stoffgemisch 
sehr umstandlich. Deshalb wurde zu ihrer Gewinnung ein anderer Weg 
eingeschlagen, namlich die Atherextraktion der ‘vorher mit Benzin ent 
fetteten Fruchthiillen. Dabei erhalt man die Apfelsiure in der Haupt- 
sache nur mit Harzen vermengt, die sich aber leicht entfernen lassen. 
Da sich die Apfelsaure in Ather schwerer list (8,4 Teile in 100 Teilen 
Ather bei 15°) (5), ist eine Extraktionsdauer von einigen Tagen 
erforderlich. 

Zwecks Entfernung des Fettes wurden die lufttrockenen Frucht- 
hillen zunachst in groBen Extraktoren mit Benzin extrahiert und an- 
schlieBend das noch benzindurchtrinkte Material in der gleichen 
Apparatur mit frisch iiber Natrium destilliertem Ather erschépfend 
ausgelaugt. Nach einigen Stunden schon schieden sich im Extraktions- 
kolben weife Krusten von Apfelsiure aus. Die beim Einengen des 
Extraktionsmittels zum gréBten Teil und schon fast wei} ausgeschiedene 
Apfelsiure wurde abfiltriert und das Filtrat zwecks vollstandiger 
Gewinnung der Séure mit dem gleichen Volumen Benzin vom Siede- 
bereich 30 bis 50° versetzt. Aus dieser Lésung schied sich im Kiihl- 
schrank der Rest der Apfelsaure sehr leicht in Drusen aus, die nur noch 
mit dunkel gefairbten harzartigen Stoffen verunreinigt waren. 

Reinigung der Rohipfelsdure. Die abfiltrierte rohe Apfelsiure léste 
sich leicht in kaltem Wasser, wahrend die Harze ungelést blieben. Von 
diesen wurde abfiltriert und das Filtrat bei 30 bis 40° mit Hilfe eines 
auf die Oberflache der Lésung geblasenen Luftstromes eingedunstet. 
Dampft man bei Wasserbadtemperatur ein, treten Zersetzungen’ auf 
und man erhalt einen nur schwer kristallisierbaren Sirup. Der letzte 
Rest des Wassers wurde im Vakuumexsikkator zuerst tiber Blaugel 
und schlieBlich iiber Phosphorpentoxyd entfernt. Fiir die Gewinnung 
reiner Apfelsaure in groBerem Ausma® ist das vollstandige Eindunsten 
der wasserigen Lésung nicht erforderlich, es geniigt da die Entfarbung 
der braunlich gefarbten Lésung mit einer aktiven Kohle, woran sich 
unmittelbar die Kristallisation anschlieBen laBt. Um aber die mit 
dieser einfachen Reinigung verbundenen gréBeren Verluste zu vermeiden, 
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wurde ein Teil der Rohapfelsiure mit Tierkohle trocken verrieben und 


im Sowhlet-Apparat mit frisch iiber Natrium destilliertem Ather extra 
hiert. Der erste noch schwach gelb gefarbte Extrakt wurde zur Seit« 
gestellt, die nachfolgenden farblosen Ausziige lieBen nach dem Ein 
engen auf einem Lichtbad die Apfelsiure im Kiihlschrank in weifen 
Kristalldrusen ausfallen, die bei 103° schmolzen. Der Hauptteil der 
rohen Apfelsdure wurde in Aceton gelést, die Lésung mit Tierkohle 
entfarbt, eingeengt und mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt. 
Nach mehrtagigem Stehen im Kiihlschrank kristallisierte daraus die 
Apfelsiure gut aus. Auch die in den Mutterlaugen noch verbliebenen 
Anteile und der gelb gefarbte erste Atherextrakt wurden bei dieser Art 
der Reinigung in farblosen Kristallen erhalten. 


Nachweis der Apfelsdure. Das bis zur Schmelzpunktskonstanz aus 
Aceton-Chloroformgemisch umkristallisierte Produkt wies den fiir 
|.Apfelsiure angegebenen Schmelzpunkt von 106° (korr.) auf. Auch der 
mit einem in gleicher Weise gereinigten Institutspraparat ausgefiihrte 
Mischungsschmelzpunkt lag bei genau 106°. Kristallisiert man die 
|-Apfelsiure jedoch aus Ather bis zur Schmelzpunktskonstanz um, so 
ergeben sich Schmelzpunkte von 104.5 bis 105° (korr.). Der Mischungs- 
schmelzpunkt dieses héher schmel!zenden Praparates mit einer bezogenen, 
in gleicher Weise umkristallisierten Apfelsiure ergab keine Depression: 
dagegen liegt ihr C-Gehalt, wie weiter unten dargetan wird, iiber dem 
theoretischen Wert: vermutlich handelt es sich dabei um eine An- 
lagerung von Kristallather, der sich selbst beim Trocknen im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd nicht restlos entfernen la8t. Wird die héher 
schmelzende Apfelsiure jedoch wiederholt aus Aceton-Chloroform- 
gemisch umkristallisiert, so erniedrigt sich ihr Schmelzpunkt allmahlich 
wieder und bleibt schlieBlich bei 100° konstant. Das hier mitgeteilte 
Verhalten der |-Apfelsiure scheint bisher unbekannt gewesen zu sein. 


Samtliche in der Literatur angegebenen, wenngleich nicht immer ein- 
deutigen Reaktionen der |-Apfelsiure fielen positiv aus, so die intensive 
Gelbfarbung mit verdiinnter Eisenchloridlésung und die Griinfarbung beim 
Kochen der wisserigen Lésung mit Kaliumbichromat und_ verdiinnter 
Schwefelsaiure unter Auftreten eines fruchtartigen Geruches. Bleiacetat 
erzeugt in der wasserigen Apfelsiurelésung einen voluminésen flockigen, 
allmahlich kristallinisch werdenden, weiBen Niederschlag, der in Essigsaéure 
und in Ammoniak schwerléslich ist. Zur Ausfiihrung der Schwefelsaure- 
Resorcin-Reaktion (6) wurden drei Tropfen einer 0,1°,igen Apfelsaure- 
loésung mit 2ecm konz. Schwefelséure und einigen mg Resorcin auf 100° 
erwarmt, mit 10 cem Wasser verdiinnt und nach dem Abkihlen tropfen- 
weise mit Ammoniak versetzt. Die dabei auftretende blaue Fluoreszenz 
soll fiir Apfelsiure charakteristisch sein. Der mikrochemische Nachweis als 
Silbersalz verlief ebenfalls eindeutig. Das aus einer konz. Apfelsiurelésung 
auf Zusatz von Silbernitrat zuniachst flockig ausfallende Silbermalat wurde 
auf einem Objekttrager durch Erwairmen mit Wasser gelést, nach einiger 
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Zeit schieden sich die charakteristischen Spharoide von Silbermalat aus. 
\uch die Denigéssche Reaktion (7) fiel positiv aus. Nach dem Erhitzen mit 
essigsaurer Mercuriacetatlé6sung und tropfenweisem Zusatz von Kalium 
permanganat entstand der aus einem basischen Quecksilbersalz der Oxa! 
essigsiure bestehende weibe Niederschlag. Eine neutrale, ammoniumchlorid 
ialtige Lésung des Ammoniumsalzes der Saure wurde von Calciumchlorid 
auch beim Kochen nicht gefallt, wohl aber auf Zusatz von Alkohol. Die 
yptische Drehung der Apfelsaure erwies sich in wasseriger L6sung stark 
abhangig von der Konzentration. Die charakteristische Verstarkung det 
Linksdrehung durch Zusatz von Uranylacetat konnte deutlich beobachtet 
werden. Sie betrug in einer 1°, igen Lésung: [a}7 485°. 

Die Mikroelementaranalyse der bei 106° schmelzenden Saure lieferte 
die fiir Apfelsiure erwarteten Werte: 

5,018 mg Substanz: 6,595 mg CO,; 1,965 mg H,O. 

C,H,O,;: Ber. C 35,81; H 4,51; 
Gef. C 35,84; H 4,38. 
Dagegen ergaben die aus Ather umkristallisierten, bei 104,5 bis 105° 
schmelzenden Proben bei der Analyse zu hohe C-Werte : 

4,673 mg; 3,121 mg Substanz: 6,250 mg; 4,170 mg CO,; 1,880 mg; 

1,285 mg H,O. 
C,H,O;: Gef. C 36,48; 36,44; H 4,50; 4,61, 

Nach zweimaligem Umkristallisieren dieser héher schmelzenden 
|.Apfelsaure aus Aceton-Chloroformgemisch (1: 1) fiel ihr Schmelzpunkt 
auf 1019 und der C-Gehalt naherte sich dabei wesentlich dem berechneten, 
wie die folgende Analyse zeigt: 

4,006 mg Substanz: 5,310 mg CO,; 1,615 mg H,O. 

(,H,O,;: Gef. C 36,15; H 4,51, 

Titrationen der Saure in wasseriger Lésung lieferten bei Verwendung 
von Phenolphthalein als Indikator sehr genau stimmende Aquivalent- 
gewichte : 

0,2689 g; 0,2546 g; 0,2418 g Substanz erforderten zur Neutralisation 
40,14; 37,99; 36,08 cem n/10 NaOH. 

C,H,O,;: Aquival. Gew. ber. 67,025; gef. 67,00; 67,00; 67,02. 

Zur weiteren Sicherstellung wurde aus dem Kaliumsalz der aus 
den Fruchthiillen von Rhus typhina gewonnenen Apfelsaure der neutral 
p-Nitrobenzylester dargestellt. Lymann und Reid (8), die diesen Ester 
erstmalig beschrieben, gingen vom Natriumsalz der Apfelsdure und 
p-Nitrobenzylbromid aus und erhielten nach dreistiindigem Erhitzen 
den neutralen Ester. In unserem Versuch wurden 5g der Saure mit 
20° iger Kalilauge genau neutralisiert und mit der aquivalenten Menge 
von 8,1 g p-Nitrobenzylchlorid in 70° igem Alkohol etwa 20 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Wurde die Reaktion friiher abgebrochen, so 
konnten im Reaktionsgemisch in der Hauptmenge noch die unver 
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ainderten Komponenten nachgewiesen werden. Erst bei langer for 


vesetztem Erhitzen bildete sich das p-Nitrobenzyldimalat. Der en 
standene Ester wurde nach Entfarbung mit Tierkohle einmal au 
Alkohol umkristallisiert und ergab dann den von den genannten Autore: 
angefiihrten Schmelzpunkt von 124,5°. Nach weiterem dreimaligen 
Umkristallisieren aus dem gleichen Lésungsmittel stieg der Schmelz 
punkt jedoch auf 127° (korr.) an und blieb fortan konstant. Mikr« 
stickstoffbestimmungen nach Dumas, die mit diesem héher schmelzende: 
Ester ausgefiihrt wurden, lieferten sehr befriedigende Werte: 

4,036 mg; 4,086 mg Substanz: 0,251; 0,244 cem N, (20°, 747 mm; 16°, 
747 mm). 

C,,H,.O,N.: Ber. N 6,93; gef. 7,12; 6,93. 

Die Reduktion der Apfelsiure zu Bernsteinsiure wurde durch 
achtstiindiges Erhitzen mit Jodwasserstoffsiure im Bombenrohr bei 
120 bis 130° erzielt. Die dabei erhaltene Bernsteinsaure kristallisierte 
aus Wasser in monoklinen Prismen und unterschied sich in keine! 
Weise von einem Vergleichspraparat. Schmelzpunkt nach zweimaligem 
Umbristallisieren : 105,5° (korr.). Ein Mischungsschmelzpunkt mit reiner 
Bernsteinsiure vom gleichen Schmelzpunkt ergab keine Depression 
Nach der Sublimation schmolz die so gereinigte Saiure bei 105° (korr.). 
Mischungsschmelzpunkt mit einem frisch sublimierten Vergleichs. 
praparat: 105° (korr.). 

18,10 mg Substanz verbrauchten zur Neutralisation 3,067 cem n/10 
NaOH (Indikator: Phenolphthalein). 

C,H,O,: Aquival.-Gew.: Ber. 59,02; gef. 59,02. 

Auf Grund der beschriebenen Nachweise kann das Vorkommen von 
Apfelsiure in den Fruchthiillen von Rhus typhina als gesichert gelten. 

In gleicher Weise wie aus den Fruchthiillen konnte auch aus den 
gemahlenen Samen durch Atherextraktion, die sich an eine Entfettung 
des Extraktionsgutes mit Benzin anschlo®, Apfelsiure erhalten werden. 
Diese wurde in der beschriebenen Weise gereinigt und _ identifiziert. 
Die Menge der aus den Samen gewonnenen Apfelsiure war jedoch 
wesentlich geringer als die der Fruchthiillen. 

Ausbeuten. 2kg Fruchthiillen mit 6,2° Wassergehalt, stammend 
aus 3.4 kg ganzen Friichten, die im Herbst und Winter 1938 eingebracht 
worden waren, lieferten nach vorangegangener Entfettung mit Benzin 
bei zweitaigiger Auslaugung mit Ather 148.3 ¢ Extraktstoffe ( 70, 
der Trockensubstanz). ‘Davon entfielen J12¢ (— 6°.) auf reine in 
Kristallform abgeschiedene Apfelsdure und 36,3 ¢ (— J,9°,) auf Harz 
In einzelnen kleineren Proben der Fruchthiillen wurden bei geniigend 
langer Extraktionsdauer sogar bis zu 10,1 °, Apfelsiure erhalten. Aus 


2kg Samen mit 6,1° Wassergehalt, stammend aus rund 5kg im 
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vleichen Zeitraum eingeholten ganzen Friichten, wurden nach der 
sleichen Vorbehandlung nur 25g (— 1,25°4) Atherextrakt gewonnen 
besteheud aus 18,4 ¢ (= 0,92°/) Apfelsiure und 6,6 g¢ (= 0,33 °.) Harz 

Aus den angeftihrten Zahlen geht hervor, daB die Hauptmenge det 
Apfelsiure in den Frachthiillen enthalten ist. In einer Probe von 
ganzen im Oktober 1939 eingesammelten Friichten mit 6,.8°. Wasser- 
vehalt wurde der nachstehende Apfelsiuregehalt bestimmt. 20.5 ¢ det 
geschroteten mit Benzin entfetteten Friichte (einschlieBlich Samen) 
lieferten bei erschépfender Extraktion 2,0905 g Atherextrakt (— 10,94 °, 
der Trockensubstanz). Nach Auflésen in kaltem Wasser und Abfiltrieren 
der harzartigen Bestandteile wurden in dieser Lésung durch Titration 
1.2145 g Rohipfelsiure, d.s. 6,36°%% der entfetteten bzw. 5.91% der 
fetthaltigen Trockensubstanz ermittelt. 

Ausblick auf die Verwertung der Friichte von Rhus typhina fiir dic 
Gewinnung der Apfelsiure. Mit Riicksicht auf die vielseitigen Ver- 
wendungsméglichkeiten kommt der Apfelsiure auch praktische Be- 
deutung zu. Sie kann in groBem MaBstabe an Stelle der Weinsaure 
und Citronensaure fiir die Fabrikation von Limonaden, Fruchtgelees usw. 
verwendet werden. Sie findet zum Konservieren von Fleisch, Gefliige}, 
Fischen (9), von Friichten (10) und dgl. Verwendung. Sie dient zur 
Riiben—Nematodenbekampfung (11), fiir die Herstellung von Wasch- 
und Bleichmitteln (12), zur Veredlung von Rauchtabak (13), zur Her- 
stellung echter Drucke und Farbungen (14), zum Farben von Wolle 
mit Kiipen-Farbstoffen (15), zur Herstellung plastischer Massen und 
Impragnierungsmittel (16) und von Kunstharzen (17). Ferner findet 
die Apfelsiiure in der Medizin Verwendung und zur Darstellung wissen 
schaftlicher Praparate, von denen insbesondere die Cumarine erwaihnt 
seien. 

Unter den bisher verwendeten Rohstoffen fiir die Apfelsiure- 
gewinnung nehmen die unreifen Friichte der Eberesche (Vogelbeeren) den 
ersten Platz ein. Sie werden zwecks Gewinnung der Apfelsiure aus- 
gepreBt und die PreBriickstande noch mit Wasser ausgelaugt. Aus den 
PreBsaften wird mit Kalkbrei neutrales Calciummalat ausgefallt. Das 
Salz wird getrocknet und in kochende verd. Salpetersiure eingetragen, 
aus der nach dem Erkalten saures Calciummalat auskristallisiert. Aus 
einer Tonne Vogelbeeren kann man nach Zerlegung des Calciumsalzes 
mit der berechneten Menge Oxalsiure etwa 6 kg Apfelsdure, d.s. 0.6% 
der sehr wasserreichen Friichte, gewinnen (18). 

Als weitere Quellen fiir die Apfelsauregewinnung werden die Beeren 
des Sauerdorns (Berberis vulgaris), in neuerer Zeit auch die Fricht 
des Sanddornes (Hippophae rhamnoides) empfohlen (19). Calcium- 
malat erhalt man auch als Nebenprodukt bei der Zuckergewinnung aus 
dem Saft des Zuckerahorns (Acer saccherinum). 1000 Baume liefern 
- 
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etwa 7 bis 11 kg Calciumsalz, aus dem 3,5 bis 5,3 kg Apfelsiure 


ve 
wonnen werden kénnen (20). 

Hier interessiert besonders die in (llmanns Enzyklopadie de: 
technischen Chemie gemachte Angabe (18), daB sich auch die Frucht 
zapfen des im Mittelmeergebiet verbreiteten Gerbersumachs (Rhus 
coriaria) fiir die Gewinnung der Apfelsaure eignen. Sie enthalten nach 
T'rommsdor f} (21) hauptsachlich sauren apfelsauren Kalk. 

Nach den oben mitgeteilten Angaben iiber die Ausbeute an Apfel 
siure und ihre leichte Gewinnbarkeit verdienen die Fruchtstande des 
auch bei uns haufig gepflanzten und raschwiichsigen Essigbaumes 
(Rhus typhina) als Rohstoff fiir die Gewinnung der Apfelsiure Be- 
achtung. 

Schutzfaktor der Apfelsdure gegen die Autoxydation der Fette. Nach 
den Untersuchungen von Greenbank und Holm (22) ist die Apfelsiure 
imstande, Fette gegen die Autoxydation zu schiitzen. Die Autoren 
teilen ihr den ,,Schutzfaktor‘ 1,3 zu, der von anderen Stoffen wie z. B. 
Maleinséure (3,0) oder Hydrochinon (3,7) noch weit iibertroffen wird. 
Mit dem Schutzfaktor bezeichnen sie das jodometrisch bestimmte 
Verhaltnis der Millimole Peroxyd per kg unbehandeltes Fett zu Millimole 
Peroxyd per kg behandeltes Fett. In diesem Zusammenhang ist die 
Angabe Ivanows (23) von Interesse, daB sich Apfelsdure in erster Linie 
in Fettfriichten nérdlicher Breiten bildet, wahrend in Friichten siidlicher 
Breiten tiberwiegend Weinsaure enthalten ist. Der Schutzfaktor der 
Weinsiure ist jedoch von dem der Apfelsiure nicht wesentlich ver- 
schieden (1.2). 

Calciummalate. Aus etwa 370 g anfangs September 1935 in Liebwerd 
eingebrachten, nicht entfetteten Fruchthiillen wurde mittels Ather- 
extraktion ein Rohfett erhalten, dem grobe Mengen (25,8 ¢) einer 
kérnigen weiBben Substanz beigemengt waren, die bei naherer Unter- 
suchung im wesentlichen als ein Gemisch von freier Apfelsiure mit 
primarem und sekundarem Calciummalat identifiziert werden konnte. 
AuBerdem wurden daraus noch geringe Mengen (0,3 g) Weinsaure als 
Calciumtartrat (24) isoliert und als primares Kalium- und Silbersalz 
sowie durch Farbenreaktionen nachgewiesen. Das Fett wurde aus dem 
Atherextrakt durch Digestion mit Benzin vom Siedebereich 30 bis 50° 
herausgelést und die harzigen Bestandteile nach Aufnehmen mit Wasser 
abfiltriert. In der wasserigen Lésung wie auch in den aus ihr abgeschie- 
denen Salzen wurde das Calcium als Oxalat nachgewiesen. Die Calcium- 
salze wurden aus der mit Tierkohle entfarbten und eingeengten wasserigen 
Lésung durch Zusatz von 96% igem Alkohol von der freien Saure ab- 
getrennt. Aus 25,8 g des Gemisches wurden dabei 6g Calciumsalze 
(== 23,3°,) erhalten. Diese wurden in Wasser gelést und die Lésung 
auf dem Wasserbad eingeengt, wobei in der Warme eine reichliche 
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Ausscheidung von Dicalcitummalat eintrat. Daf das neutrale Calcium. 
salz der Apfelsiiure in der Warme schwerer léslich ist als in der Kalte 
ist bekannt. 

0.4393 ¢ des urspriinglichen Salzgemisches verbrauchten zur 
Neutralisation 0.0650 g NaOH (Indikator: Phenolphthalein). Beriick- 
sichtigt man, daB sich das neutrale Calciumsalz der Apfelsaure in der 
Warme mit 1'/, Mol Kristallwasser ausscheidet (25), das saure Salz 
dagegen 6 Mole Kristallwasser enthalt (26), so errechnet sich daraus, 
daB das Gemenge 0,3365 g (= 76,6 °°) primares und 0, 1028 g (= 23,4.) 
neutrales Calciummalat enthielt. Dieses Ergebnis konnte durch die 
Calciumbestimmung bestatigt werden. 04393 g¢ Substanz ergaben 
0.0733 g¢ CaO. 76,71 Teile (CyH;O;).Ca .6 HO — 23,39 Teile 
(C,H,O,Ca), .3 H,O erfordern 16,96 ° 


Schon Watson (2) gab fiir die Friichte von Rhus glabra an, dah 


CaQ. Gefunden wurden 16,69 ° 


sich mit der Zeit ihrer Aberntung das Mengenverhaltnis zwischen Apfel- 
siure und ihren Calciumsalzen andert : je spater die Friichte eingesammelt 
wurden, desto geringer war ihr Gehalt an Calciumsalzen. Im Ather- 
extrakt der Friichte von Rhus typhina waren unseren Untersuchungen 
zufolge im Monat Oktober und spater iiberhaupt keine Calciummalate 
mehr nachweisbar : weder 1938 noch 1939 konnten solche isoliert werden, 
obwohl darauf besonders geachtet wurde. 


Die harzigen Bestandteile des Atherextraktes. Die abfiltrierten harz- 
artigen Stoffe waren schmutziggriin gefarbt, knetbar und gaben eine positive 
Reaktion nach Liebermann-Storch-Morawski auf Harzsiiuren (27). Der 
Zusatz eines Tropfens mit Eis gekiihlter Schwefelsiure vom spez. Gew. 1,53 
zu der mit Essigsiureanhydrid bereiteten Harzlésung rief eine voriiber- 
gehende rotviolette, briunlich fluoreszierende Farbung hervor. In Lauge 
léste sich das Harz mit brauner Farbe. Eine a]koholische L6sung des Harzes 
wurde kapillaranalytisch untersucht. Dabei konnte jedoch keine Aus 
bildung verschieden gefarbter Zonen wahrgenommen werden. Im ultra- 
violetten Licht der Analysenquarzlampe wurde sowohl am Filtrierpapier- 
streifen als auch an der alkohohschen Lésung und am Abdampfriickstand 
eine blaulichgraue Fluoreszenz beobachtet. Am oberen Rande des Kapillari 
sierungsstreifens gab sich im Ultraviolettlicht eine zweite hellblau fluores- 
zierende Zone zu erkennen, in der dem Harz beigemengte Apfelsiure an- 
gereichert worden war. Vergleiche mit bekannten Harzen und deren 
Losungen im Ultraviolettlicht ergaben eine groBe Ahnlichkeit der Fluoreszenz 
mit Dammar-Harz. Das aus den Fruchthiiilen erhaltene, bis zur Gewichts 
konstanz getrocknete, bei 75 bis 76° schmelzende Harz ergab eine NZ 
von 70 und eine VZ von 310; das Harz der Samen schmolz bei etwa 54°, 
seine NZ betrug 113, seine VZ 275. 


Zusammenfassung. 


Aus den mit Benzin entfetteten Friichten von Rhus typhina 
konnten mittels Atherextraktion betrachtliche Mengen Apfelsaure ge- 
wonnen werden. Sie findet sich zum gréBten Teil in den Fruchthiillen 
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(6 bis 10°), wahrend die Samen nur etwa 1°. enthalten. Diese Art 
der Extraktion bietet den Vorteil, daB man die Apfelsiure ziemlic! 
rein, im wesentlichen nur noch mit harzartigen Stoffen vermengt 
erhalt, die sich leicht entfernen lassen. Der Nachweis der ]-Apfelsiur 
wurde auf verschiedene Weise gefiihrt. Kristallisiert man die Saur 
aus Ather um, so erhéht sich ihr Schmelzpunkt auf 104,5 bis 105°, Fre 
tritt die Apfelsaure in den vollreifen, im Oktober und spater eingeholten 
Friichten auf: friiher eingesammelte Friichte enthalten neben der freien 
Saure auch ihr primares und sekundares Calciumsalz. Die sehr wasser 
armen Friichte von Rhus typhina stellen somit eine ergiebige Rohstoff 
quelle fiir die technische Apfelsiuregewinnung vor. Die Apfelsdure, dic 
den sauren Geschmack der Friichte verursacht und der Pflanze dis 
Bezeichnung Essigbaum eingetragen haben diirfte, kénnte vielleicht 
auch in den Friiehten einen gewissen Schutz gegen die Autoxydation 


des Fettes austiben, 
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Vitamin C-Untersuchungen an Paprika. 
Von Th. Jachimowiez. 
(Aus dem Institut fiir Gemiisebau der Versuchs- und Forschungsanstalt 
fir Gartenbau in Eisgrub, Niederdonau 
(Eingegangen am 1. Februar 1941.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Der Reichtum frischer Paprikafriichte an Vitamin C wurde schon 
frithzeitig erkannt !. Es sei nur daran erinnert, daB Szent-Gydrgyi dieses 
Material zur Reindarstellung gréBerer Mengen von Ascorbinsaure 
herangezogen hat. Im Hinblick auf die Bedeutung dieser Vitaminquell 
verdient der Paprikaanbau besondere Aufmerksamkeit namentlich in 
der hiesigen Gegend. Ist doch das stidmahrische Land dank seiner 
viinstigen klimatischen Verhaltnisse fiir einen groBziigigen Anbau ganz 
besonders geeignet, dessen Bedeutung fiir die Vitaminversorgung der 
nahe gelegenen Millionenstadt Wien nicht zu iibersehen ist. 

In einer ,,vorlaufigen Mitteilung’*2 wurde kurz tiber Untersuchungen 
berichtet, die einerseits unter Heranziehung des vorhandenen reich- 
haltigen Paprikasortiments unseres Instituts die Frage des Vitamin- 
gehalts der einzelnen Sorten behandeln und die anderseits die Be- 
ziehungen zwischen Reifezustand und Vitamingehalt klarstellen sollten. 

Die Ergebnisse waren kurz folgende : 

1. Bei Gemiisesorten ist kein Zusammenhang zwischen Frucht- 
vréBe und Vitamingehalt festzustellen, bei Wiirzsorten dagegen insofern, 
als kleinfriichtige Sorten im allgemeinen einen héheren Gehalt an 
Vitamin C aufweisen. 

2. Bei beginnender Reife steigt der Vitamingehalt an, erreicht 
beim Ubergang zur Vollreife seinen Héhepunkt, um dann wieder mehr 
oder weniger abzusinken. 

Die vorliegende Arbeit erginzt zunachst die obenerwahnten 
Angaben. Die weiteren Untersuchungen bewegten sich dann in ver 
schiedenen Richtungen, die den Erfordernissen der Praxis entgegen 
kommen sollen. Hier sind in erster Linie die Verwertungsmoéglichkeiten 
des Paprikas beriicksichtigt. Die Untersuchungen behandeln: 

1. Den EinfluB der Kochdauer auf den Vitamingehalt, und zwar 
bei Verwendung von Leitungswasser einerseits und 2° igem Essig 
anderseits. 

2. Den EinfluB der Kiihllagerung. 

3. Den EinfluB der Konservierung. 


1 Merck’s Jh. 49, 77, 1935. 2 Diese Zeitschr. 306, 4384, 1940. 
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I. Methodik. 


Die Bestimmung der Ascorbinsaure erfolgte im wesentlichen nac! 
der Methode von Tillmans! durch Titration mit 2, 6-Dichlorpheno 
indophenol. Diese Methode erméglichte mit den zur Verfiigung stehende: 
HilfsmittelIn ein rasches Arbeiten und erscheint fiir Massenunte1 
suchungen besonders geeignet. Die Extraktion der Pflanzenteile ward 
nach dem Verfahren von A. Fujita und 7. Ebihara 2 mit Metaphospho: 
siure durchgefiihrt, und zwar in folgender Weise: 


5—10¢ Frischsubstanz, auf der Handwaage eingewogen, wurden mit 
7cem 5°,iger Metaphosphorséure und reinstem Quarzsand fein verriebe: 
und zentrifugiert. Das Sediment wurde zweimal mit je 7 ccm Metaphosphor 
saure auf der Zentrifuge gewaschen. Die vereinigten Zentrifugate wurder 
im MeBkolben mit dest. Wasser auf ein Volumen von 50 cem gebracht. Dies 
Losung, deren Gehalt an Metaphosphorséure nunmehr etwa 2°, betrug. 
wurde je nach Bedarf filtriert und mit einer gegen reine Ascorbinséur 
(Praparat von Th. Schuchardt-Gérlitz) eingestellten n/1000 > Lésung vor 
2,6-Dichlorphenolindophenol titriert. 
cem Verbrauch x 0,088 x 100 
Berechnung : - mg®,, (mg Ascorbin 
g Kinwaage 

siure in 100g Frischsubstanz). 

Die Haltbarkeit derart hergestellter Extrakte zeigt folgender 
Versuch: Je eine Probe frischen Paprikas wurde mit destilliertem 
Wasser einerseits und Metaphosphorsaéure anderseits extrahiert. Dic 
erhaltenen Extrakte wurden bei Zimmertemperatur stehengelassen und 
fortlaufend auf ihren Ascorbinsdéuregehalt untersucht. Als Ergebnis 
(Tabelle [) konnte folgendes festgestellt werden: 











Tabelle I. Tabelle II. 
Extrakt Lésung der Ascorbinséiure 
mit mit 2 °/oiger in in 2 °/oiger 
destilliertem |Metaphosphor- destilliertem | Metaphosphor- 
Wasser siiure Wasser siiure 
Sofort.... 7,76 mg% 6,10 mg% Sofort .... || 9,74 mg% | 9,76 mg®, 
Nach2Std. 6,12 ,, es Nach 28td.|! 9,17 _,, | 
os pe Ee Hr ...3 ee is Te op 5 
es wae 55 600 ee es 6,03 9 9,75 


Zum Vergleich wurden Lésungen von reiner Ascorbinsdéure in 
destilliertem Wasser bzw. Metaphosphorsiure untersucht (Tabelle I1). 

Die Schutzwirkung der Metaphosphorsiure ist aus diesen Zahlen 
deutlich zu erkennen. 

Die Entnahme der Proben erfolgte derart, daB die Paprikafrucht 
in der Mitte quer durchschnitten und daraus ein dem gewiinschten 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 65, 145, 1933. — ? Diese Zeitschr. 


290, 172, 1936. 
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Gewicht entsprechendes Stiick in Form eines aus der Fruchtwand 
bestehenden Ringes entnommen wurde. Samentragerleisten und Samen 
wurden entfernt. Letztere erreichen nur etwa 20°, des Ascorbinsiure 
gehaltes der Fruchtwand. Diese Auswahl der Probe erfolgte deswegen 
weil man auf diese Weise giinstige Durchschnittswerte erhalt. Wie Vor 
versuche ergaben, ist die Ascorbinsdure in der Frucht nicht gleichmakig 
verteilt. In der Regel ist der Gehalt in der Spitze am gr6Bten und nimmt 
gegen die Fruchtbasis zu ab (Versuch I). Aus den zahlreichen derartigen 


Untersuchungen seien folgende Ergebnisse herausgegriffen : 


Tabelle III. 





mg®/, Ascorbinsiure 


Versuch | Versuch II 
BERN s cise grote os 191 67 
PMR a ae ete oe aca 181 9] 
TONES (cra iie oS Ne eke ees 164 134 


Der aus obigen drei Angaben errechnete Durchschnittswert fiir die 
Gesamtfrucht betrigt 179 bzw. 96 mg®,, stimmt also praktisch mit der 
fiir den Mittelteil erhaltenen Zahl tiberein. 

In einigen Fallen (Versuch IL) konnte das Gegenteil beobachtet 
werden, da} namlich der Ascorbinsauregehalt in der Fruchtbasis am 
gréBten war und gegen die Spitze zu abnahm. Die Tatsache aber, dab 
der Mittelteil der Frucht einen brauchbaren Durchschnittswert liefert, 
bleibt dadurch unberiihrt. 


Il. Der Vitamingehalt der einzelnen Sorten. 


Die Héhe des Vitamin C-Gehaltes pflanzlicher Produkte hat sich 
von individuellen Schwankungen abgesehen fast immer als eine 
typische Sorteneigenschaft erwiesen. Zur Untersuchung der einzelnen 
Sorten wurde zum Ausgleich obenerwahnter Schwankungen eine Durch 
schnittsprobe aus mindestens zehn Friichten herangezogen. Auf Grund 
von ausgedehnten Vorversuchen kann diese Zahl bei Paprika als aus 
reichend angesehen werden. Inder ersten Ver6ffentlichung ! wurden blo 
einige wenige Sortentypen herausgegriffen. Es folgt nun (Tabelle IV) 
eine Zusammenstellung simtlicher untersuchter Paprikasorten. Gleich- 
zeitig wurden Angaben iiber Fruchtgr6Be und Fruchtgewicht beigefiigt. 

Da die endgiiltigen Sortenbezeichnungen noch nicht festgelegt sind 
wurden die einzelnen Sorten bloB unter den Versuchsnummern mit 
Angabe der Typenbezeichnung angefiihrt. Nur die Sortenbezeichnung 
..Kalvill diirfte endgiiltig sein. 


1 Diese Zeitschr. 306, 434, 1940. 
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Tabelle LY. 









sorten- 
mr, 


10 


40 B 
+} 
42B 


43B 





= scorbinsé e 
I'ypus Ascorbinséur 


mg’/o 


I. Gemiisesorten. 


a) Griine Sorten. 
Hellgriiner stumpfer 165 
177 
171 
181 
Me 205 
Dunkelgriiner stumpfer 203 
189 
174 
175 
162 
175 
210 
187 
210 
™ 191 
Rundfriichtiger 214 
‘“ 202 
ss 174 
167 
b) Gelbe Sorten. 
Stumpfer 169 
Pyramidenférmiger 172 
{under 112 
II. Wiirzsorten. 
a) Griine Sorten. 
Gewiirzpaprika 241 
212 
222 
209 
210 
3 207 
Chili 271 
e 240 
Pfefferoni 268 
342 


Kirschférmiger 330 


” 


b) Gelbe Sorten. 
Chili 160 


Kirschférmiger 32 
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Ks ist auffallend, daB die griinen Sorten im allgemeinen vitamin- 
reicher sind als die gelben. Besonders drastisch zeigt sich dies bei den 
Wiirzsorten. Man vergleiche die Werte fiir den gelben bzw. griinen Chili 
oder gar den gelben bzw. griinen Kirschférmigen! AnschlieBend folgt 
zum Vergleich eine <Aufstellung der Yitamingehalte verschiedener 
pflanzlicher Nahrungsmittel (Tabelle V) auf Grund eigener Unter 


suchungen zusammen mit Angaben aus der Literatur. 


Tabelle V. 








mg ng 
Ascorbinsiiure Ascorbinsa ure 
Ni gsmitte - rabe Né gsmitte - zabe 
ahrungsmittel Higene ae Nahrungsmittel Higene — _ 
suchung Rao suchung baer 
Hagebutten ......... 900 Sellerie (Blatter) .... 31 
Petersilie (Blatter) . . 210 250 oe ee ee 28 14 
GPORKOUS & ..5:s\ck a0. 160-170|109-170] Tomate ............ 25 10— 20 
Rosenkohl .......... 110 100 | Kartoffel (November) 18 12—26 
Citrone (Saft) ...... 66 | 40-60] Pastinak ........... 14 
SS rr 60 26-59) Sellerie (Wurzel) .... 9 7-10 
WeiBkraut (WeiBkohl) 65 | 60—70] Bierfrucht .......... 9 
Petersilie (Wurzel) .. 45 70—80]Schwarzwurzel .. : 4 5— 9 
Rotkraut (Rotkohl).. 40 60—70] Karotte ....... wees 3 t— 6 
Kohl (Wirsing) ..... 40 31-90 


* K. Wachholder, Die Ernihrung 5, 79, 1940. 


Aus diesen Angaben geht hervor, da®B Paprika in bezug auf Vitamin C- 
Gehalt nur von wenigen pflanzlichen Produkten tibertroffen wird. 
AuBer Hagebutten sind dies nach den Untersuchungen von K. Henniq 
und P. Ohske die griinen Fruchtschalen von Juglans regia (950 
1000 mg®,) baw. J. nigra (1050 —1250 mg®,) sowie Gladiolen (PreBsaft 
650 —800 mg®,). 

Uber die Beziehungen zwischen Vitamingehalt und Reifezustand 
der Paprikafrucht ist in der ersten Veréffentlichung 2 bereits mitgeteilt 
worden, da mit fortschreitender Reife der Friichte der Gehalt an 
Ascorbinséure zunachst ansteigt, einen Héhepunkt erreicht und dann 
wieder abnimmt. (Bemerkenswert ist, daB H. Natvig® das gleiche 
Verhalten bei Hagebutten beobachten konnte.) Ejinige Sorten zeigen 
wie schon in der ersten Arbeit erwahnt, scheinbar ein von dieser Rege! 
abweichendes Verhalten. Bei ihnen wurde keine Abnahme beobachtet. 
Dies diirfte jedoch darauf zuriickzuftihren sein, da die als ,,vollreif’ 
bezeichneten Friichte diesen Reifezustand trotz ihrer roten Farbe noch 
nicht erreicht haben. Da sie wegen Frostgefahr vorzeitig abgeerntet 


wurden, entgingen sie einer weiteren Untersuchung. 


1 Diese Zeitschr. 306, 16, 1940. > Ebenda 306, 434, 1940 
3 Ref. in: Die Ernahrung 5, 18, 1940. 
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Hl. Der EinfluB des Kochens auf den Vitamin (-Gehalt von Paprika. 


Uber den EinfluB des Kochens auf den Vitamingehalt verschiedene: 
Obst- und Gemiisearten liegt ein Sammelreferat von F. Kroker! vor 
das eine Zusammenstellung aller bisher tiber diesen Gegenstand er 
schienenen neueren Arbeiten darstellt. In bezug auf Paprika sind solch« 
Untersuchungen noch ausstandig. Die im folgenden beschriebenen 
Versuche hatten den Zweck festzustellen, bis zu welchem Grade das 
Vitamin des Gemiisepaprikas beim Kochen erhalten bleibt bzw. welcher 
Anteil in das Kochwasser tibergeht. Beim Kochen vitamin-C-haltiger 
Substanzen sind drei Tatsachen zu beriicksichtigen und zwar 1. die 


Wasserléslichkeit der Ascorbinsaure, 2. ihre Empfindlichkeit gegeniiber 
oxydierenden Einfliissen, besonders bei héherer Temperatur und 3. das 


Vorhandensein von Oxydasen in den meisten Pflanzen. Diesen Ge- 
vebenheiten hat sich die Versuchsanordnung anzupassen. 


Das Kochen erfolgte in einem Rundkolben mit eingeschliffenem Riick- 
fluBkithler. Die Fliissigkeitsmenge wurde so klein wie méglich bemessen. 
und zwar einheitlich fiir alle Versuche 100 cem. Diese Menge geniigt zw 
vollstandigen Bedeckung der zu kochenden Probe mit der Fliissigkeit. Um 
die individuellen Unterschiede im Vitamingehalt auszuschalten, wurde die 
Untersuchung in rohem und gekochtem Zustand an ein und derselben 
Frucht vorgenommen. Zu diesem Zweck wurde die Paprikafrucht (fiir alle 
Versuche wurde die Sorte Nr. 1 verwendet) der Lange nach in zwei Teile 
geschnitten. Die eine Halfte wurde im rohen Zustande auf Vitamin C 
gepriift, die andere méglichst rasch auf der Handwaage gewogen (Gewicht 
etwa 20—30 g) und in die siedende Fliissigkeit gebracht. 

Nach Beendigung des Kochens wurde die Probe herausgenommen, 
gewogen und sofort untersucht. Das Kochwasser wurde in einer Kalte 
mischung rasch auf Zimmertemperatur abgekiihlt, auf em Volumen von 
100 cem gebracht und davon 10 cem nach Zusatz von 4cem 5°, iger Meta 
phosphorséure titriert. 

Der Vitamingehalt der gekochten Substanz (in mg®,) wurde unter 
Zuvrundelegung des Gewichtsverlustes auf Frischsubstanz umgerechnet. 
Das gleiche geschah beim Kochwasser. Die angefiihrten Zahlen geben 
an, wieviel mg Ascorbinséure 100 g Frischsubstanz an das Kochwasser 
abgeben. Auf diese Weise erhalt man vergleichbare Werte. Zunachst 
folgen die Ergebnisse beim Kochen mit Leitungswasser (Tabelle V1). 

Aus diesen Befunden ergibt sich, daB die Abgabe von Vitamin an 
die Kochfliissigkeit ein betrachtliches Ausma erreichen kann, und zwar 


Tabelle VI. 





ne or Rain Seanthit Gekochte Frucht Kochwasser 
Min. mg?!» mg” Vio mg?!» 0 
10 141 81 57 57 40 
60 164 42 26 162 99 
120 167 27 16 139 83 


1 Der Forschungsdienst 6, H. 3, 107, 1938. 
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um so mehr, je langer gekocht wurde. Die Zerst6rung des Vitamins 
scheint unbedeutend zu sein. Im Falle der 60-Minuten-Kochdauer sieht 
man, daB die Summe der Werte fiir gekochte Frucht und Kochwasser 
iiber dem Wert der rohen Frucht liegt. Ob dieser Uberschu® darauf 
zuruckzufiihren ist, da beim Kochen eine etwa vorhandene ,.gebundene’* 
Ascorbinsaiure frei wird oder daB andere reduzierende Stoffe beim 
KochprozeB gebildet werden, laBt sich auf chemischem Wege nicht 
feststellen. Dariiber kann nur der biologische Versuch entscheiden, 
wozu jedoch das hiesige Institut derzeit keine Méglichkeit besitzt. 
Unsere heutigen chemischen Untersuchungsmethoden sind ausschlieBlich 
auf dem Reduktionsvermégen der <Ascorbinséiure aufgebaut. Bei 
frischem pflanzlichem Material mégen dabei in den meisten Fallen 
richtige Ergebnisse herauskommen. In anderen Fallen, wie im obigen, 
sind solche Untersuchungen mit Unsicherheiten behaftet. 

Interessant ist das Verhalten des Kochwassers beim Stehen bei 
Zimmertemperatur. Wie fortlaufende Untersuchungen ergaben (Ta- 
belle VIL), nimmt der Titrationswert des Kochwassers mit der Zeit 
mehr oder weniger stark ab, und zwar am starksten beim 10-Minuten 
Kochwasser. 

Tabelle VIL. 





Kochdauer in Min. : 10 60 120 Kochdauer in Min. : 10 60 120 
Untersuchung mg Ascorbinsdure Untersuchung mg®/, Ascorbinsiure 
a 57 162 139 | Nach 4 Std. ... 37 154 125 
Nach 1 Std. ... 48 159 136 Seat had, og os 28 149 116 
aA tgs PSS 44 158 13] eS a gat Nae a 14 128 99 


Zur besseren Ubersicht sei eine graphische Darstellung eingefiigt. 
2 t ow] 2 


Es hat den Anschein, als ob 





nach einer Kochdauer von 10 Mi- 
nuten die Oxydasen noch derart 
aktiv sind, daB noch ein ver- 
haltnismaBig rascher Abbau der 
Ascorbinsaure erfolgen kann. Aus 
dieser Beobachtung ergibt sich fiir 
die Praxis folgendes: Bei kurzer 
Kochdauer (10 Minuten) tritt zwar 
weniger Vitamin in das Koch- 
wasser tiber, aber die Haltbarkeit 





ist infolge Aktivitat der Oxydasen 
weitgehend vermindert. Lange 20 = $+ —+-— 
Kochdauer (60 Minuten) dagegen 
bewirkt, daB auch bei einer Auf- 





ion Meanie. ban wee DAS . _ Sivan ee Pee eee “eke eee = 
bewahrung bis zu 24 Stunden det 0 , pO SG Ce GS aR UF! ae 
erdBte Teil des Vitamins erhalten Abb. 1 
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bleibt, allerdings unter der Voraussetzung, das auch das Kochwassi 


dem menschlichen Genusse zugefiihrt wird. 

AnschlieBend seien die Ergebnisse beim Kochen von Gemiisi 
paprika in Essig wiedergegeben. Bei sonst gleichbleibender Versuchs 
anordnung wurde statt Wasser 2° iger Essig genommen, wie er in de 
Konservenindustrie verwendet wird. In Tabelle VILI folet eine Ube: 
sicht iiber das Beobachtete. 


Tabelle VIII. 





ot Antanas Sohe Fruch? Gekochte Frucht Kochflissigkeit 
Min. mg”) o mg° o/, mg? Oy 
10 243 140 58 65 27 
60 194 59 30 17: 89 
120 217 46 21 181 83 


Beziiglich der Verteilung des Vitamins zwischen Frucht und Koch 
fliissigkeit ist gegeniiber dem Kochen mit Wasser kein wesentlichet 
Unterschied festzustellen. Das Verhalten der Kochfliissigkeit beim 
Stehen wird in Tabelle IX wiedergegeben. 


Tabelle IX. 





Kochdauer in Min. : 10 60 120 Kochdauer in Min. : 10 60 120 
Untersuchung mg®/,, Ascorbinséure Untersuchung mg°®/, Ascorbinséure 
ee 65 173 181 | Nach 4 Std. ... 63 171 177 
Nach | Std. ... 64 172 180 Cn. ee eer 61 166 171 
2 ae ee 64 172 178 PMT yey ST a bce 50 155 158 


Wie zu erwarten war, ist die Haltbarkeit des Vitamins in der sauren 
Losung gréBer und weitgehend unabhangig von der Kochdauer, Wahrend 
der Vitamingehalt in der wasserigen (neutralen) Kochfliissigkeit nach 
24stiindigem Stehen je nach der Kochdauer zwischen 25 und 79°, 
des Ausgangswertes schwankt, liegen diese Unterschiede bei Ver- 
wendung von Essig zwischen 77 und 90 %, sind also praktisch unbedeu- 
tend. In der graphischen Darstellung (Abb. 1) ist nur die Kurve fiu 
10 Minuten (gestrichelt) eingetragen, da sich die anderen nur unwesent- 
lich von ihr unterscheiden. 

Zusammentassend kann gesagt werden, daB beim Kochen in Essig 
die Oxydase schon durch die Wirkung der Saéure soweit gehemmt wird, 
da®B auch die Kochdauer praktisch keinen EinfluB auf die Bestandigkeit 
des Vitamins hat. 


IV. Der EinfluB der Lagerung auf den Vitamin €-Gehalt von Paprika. 


Es ist in der Einleitung auf den Paprika als Vitaminquelle hin- 


gewiesen worden. Diese Aufgabe, Vitamin C zu liefern, kann aber erst 
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lann erfiillt werden, wenn es gelingt, die abgeernteten Friichte durch 
veeignete Aufbewahrung vollwertig, d.h. im Besitze ihres ganzen odet 
doch des gréBten Teiles ihres Vitamingehaltes bis tief in den Winte1 
hinein zu erhalten. In den Sommermonaten (April bis September: 
bedarf der Mensch keiner zusatzlichen Vitamin C-Zufuhr, da der Bedart 
durch die tibliche Kost und besonders durch die Méglichkeit des Gi 
nusses von frischem Obst und Gemiise ohne weiteres gedeckt werden 
kann. In den Wintermonaten (Oktober bis Marz, jedoch namentlich in 
den Monaten Dezember bis Februar) kann man von einer Vitaminliicke 
sprechen, da in dieser Zeit die Versorgung mit jenem lebenswichtigen 
Stoff durchaus unzureichend ist. In dem Bestreben, pflanzliche Pro 
dukte auf Monate hinaus in einem vitaminreichen Zustand zu erhalten 
hat man zwei Wege beschritten, um dieses Ziel zu erreichen, namilich 
die Kiihllagerung und die Konservierung. Uber die bisher erschienenen 
Arbeiten zum Thema ,,EinfluB der Aufbewahrung und der Gefrie1 
konservierung auf den Vitamingehalt von Obst und Gemiise** gibt das 
unter diesem Titel erschienene Sammelreferat von F. Kroker! einen 
guten Uberblick. Fiir die Aufbewahrung als .. Vitamin C-Reserve 
wird man naturgema8B nur solche pflanzliche Produkte auswahlen, die 
von Haus aus so reich an Vitamin C sind, da die unvermeidlichen 
Verluste bei der Aufbewahrung nur eine geringe Rolle spielen. Daher 
kommt fiir diesen Zweck u. a. auch der griine Gemiisepaprika in Frage 
wobei auf die Auswahl der Sorten (siehe IL. Abschnitt) besonders zu 
achten ist. 


Die Untersuchungen befaBten sich zunachst mit dem EinfluB det 
Kihllagerung auf den Vitamingehalt. Je zehn Stiick zweier Sorten 
(Sorte I = hellgriiner stumpfer Typus, Sorte IL — ygelber stumpfer 
Typus) wurden im Kiihlschrank bei + 49°C aufbewahrt. Zur Unter 
suchung wurde von den zehn Stiick jeder Sorte eine Durchschnittsprobe 
genommen. Das Ergebnis ist in Tabelle X enthalten. 


Tabelle X 





Untersucht am : 12. IX. 1940 12. X. 1940 
Durehschnittl ; : Durehschnittl . : Verlust 
Sorte Stiickgewicht Ascorbinsiure Stiickgewicht A scorbinsiiure 
g Ing g mg 
I 66 136 16 125* 8 
II 107 149 83 160 * () 


* Berechnet unter Zugrundelegung des Gewichtsverlustes 


Leider muBte der Versuch bereits nach 1 Monat wegen beginnende 
Faulnis der Friichte unterbrochen werden. Wie man sieht. ist nach 


1 Der Forschungsdienst 7, 619, 1939. 
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einmonatigem Lagern kein bzw. ein nur geringer Vitaminverlust zi 
verzeichnen. 

Auch bei gew6hnlicher Kellerlagerung konnten bemerkenswert« 
Ergebnisse erzielt werden. Eine gréfere Anzahl ausgesuchter Friicht: 
der Sorten Kalvill, Nr. 1 und Nr. 18 wurde in flachen Holzkistchen 
(Steigen) im Keller bei durchschnittlich — 9° C und einer durchschnitt 
lichen relativen Feuchtigkeit von 92°, eingelagert. Nach fallweise1 
Entfernung der angefaulten Stiicke konnte der gréBte Teil des ein 
velagerten Materials bis in den Monat Dezember aufbewahrt werden 
Die Untersuchung ergab folgende Ascorbinsaurewerte (Durchschnitt 
aus zehn Stiick jeder Sorte): 


Tabelle XI. 





Untersucht am : Is. IX. 1940 12. XIL. 1910 
, Durchschnittl. sh Durchschnittl. : Verlust 
Sorte Stiickgewicht Ascorbinséure Stiickgewicht Ascorbinsadure 
Nr. g mg?! 4 mg? }» 
Kalvill 78 112 60 119* 0 
l 60 165 dd 134 * 19 
18 49 176 3b 118* 33 


* Berechnet unter Zugrundelegung des Gewichtsverlustes. 


Auch diese Ergebnisse beweisen die weitgehende Bestandigkeit des 
Vitamins C in manchen Paprikasorten bei geeigneter Lagerung. Dazu 
sei noch bemerkt, daB die Eignung zum GenuB laut Urteil aus be- 
rufenem Munde in keiner Weise gelitten hat. 

Wenn es gelingt, die Friichte vor Infektion waihrend der Lagerung 
zu schiitzen, so ist es durchaus wahrscheinlich, daB die Lagerungsdauer 
noch um 1—2 Monate (d. i. bis Anfangs Februar) ausgedehnt werden 
kann, ohne daB eine bedeutende Abnahme des Vitamingehaltes eintritt. 


\. Einflu8 der Konservierung auf den Vitamin (-Gehalt von Paprika. 
Im AnschluB an obige Ausfiihrungen sei noch eine besondere Art 

der Lagerung, namlich die bei tiefen Temperaturen (Gefrierlagerung) 
angefiihrt, die schon seit langerer Zeit in Amerika und neuerlich auch 
bei uns zur Frischerhaltung von Lebensmitteln herangezogen wird. 
Da bei diesem Vorgang das Material weitgehenden Verinderungen 
unterworfen ist, erscheint es richtiger, dieses Verfahren zu den Kon- 
servierungsmethoden zu rechnen und von ,,Gefrierkonservierung’’ zu 
sprechen. Die iibliche Lagerungstemperatur liegt zwischen — 10 und 
26°C. Was nun die Anwendung dieses Verfahrens auf Paprika 
betrifft, so wurden in dieser Richtung Untersuchungen durchgefiihrt. 


iiber die im folgenden berichtet wird. 
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Es stand eine ausreichende Anzahl ausgesuchter Friichte von sechs 
verschiedenen Sorten zur Verfiigung, die in einer Tiefkiihlanlage bei 
einer Temperatur von etwa 15°C eingefroren wurden. Die Unter- 
suchung auf Vitamin C erfolgte vor Beginn des Einfrierens und nach 
einem Monat. Da bereits nach dieser Zeit die Ergebnisse ein charak- 
teristisches Bild zeigten, wurde auf eine Fortsetzung des Versuchs ver- 
zichtet. Die angefiihrten Zahlen (Tabelle XII) wurden aus Durch- 
schnittsproben von mindestens zehn Friichten jeder Sorte erhalten. 


Tabelle XII. 





mg?/9 Ascorbinsiiure mg°/, Ascorbinsiure 
Sorte Verlust Sorte Verlust 
vor dem nach vor dem nach 
Nr. Kinfrieren 1 Monat Nr Rinfrieren L Monat 
St 165 101 39 19 162 82 19 
l 183 75 59 16 342 25 93 
10) 171 63 63 Kalvill 155 104 33 





Wie man sieht, sind die Verluste nach nur einmonatiger Lagerung 
betrachtlich. Namentlich die Sorte 46 (eine Wiirzsorte vom Pfefferoni- 
Typus) fallt durch besonders starken Vitaminverlust auf. Diese Un- 
bestandigkeit des Vitamins C in gefrorenem Paprika kénnte auf einen 
hohen Gehalt an Vitamin C-Oxydasen hinweisen, die infolge der Zer- 
stérung der Zellen beim Gefrieren mit der Ascorbinsaure in Beriihrung 
kommen und diese unter dem EinfluB des Luftsauerstoffs oxydieren. 

Um diese Fermentwirkung auszuschalten, wird in der Praxis in 
vielen Fallen mit Erfolg das Material vor dem Gefrieren blanchiert, 
d h. durch einige Minuten gekocht oder heiBem Wasserdampt ausgesetzt, 
So weist z. B. Rudolph! nach, daB die Oxydasen bei Temperaturen 
zwischen 70 und 80° C ihre Aktivitat véllig verlieren. Auch diese Frage 
wurde untersucht, und zwar insofern, als die Friichte einige Minuten 
mit Wasserdampf behandelt, dann eingefroren und nach einem Monat 
auf ihren Vitamingehalt gepriift wurden. Die Ascorbinsaurewerte von 
blanchiertem Gefriergut sind in Tabelle XIII den entsprechenden 
Zahlen fiir nicht blanchiertes Material gegeniibergestellt. 


Tabelle XIII. 





mg°/, Ascorbinsiure 


Sorte 
Nr. blanchiert nicht blanchiert 
1 73 75 
19 56 82 
Kalvill 70 104 


1 W. Rudolph, Vitamin C und Ernahrung, 8.8. Stuttgart, IF. Enke, 
1939. 


Biochemische Zeitschrift Band 307. 97 
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Man erkennt, da die geschilderte Vorbehandlung bei Paprik 
nicht allein die beabsichtigte Wirkung vermissen laBt, sondern in 


Gegenteil zu weiteren Vitaminverlusten, wahrscheinlich infolge Aus 
laugung durch das Kondenswasser, fiihrt. Diese Ergebnisse wiirde: 
auch eine Bestaitigung der schon im III. Abschnitt mitgeteilten Ver 
mutung bilden, daB die Oxydasen des Paprikas gegen Hitze weitgehend 
bestandig sind. 

Auch tiber die Frage der Konservierung von Gemiisepaprika wurde: 
Untersuchungen angestellt. Da der geerntete Paprika nicht immer in 
Essig, sondern vielfach zuerst in Salzwasser eingelegt wird, eine Ma} 
nahme, die ihre Begriindung in der Arbeitsverteilung findet, wurde aut 
diese Tatsache bei der Versuchsanstellung Riicksicht genommen. Dis 
Untersuchung der in GlasgeféBen von | Liter Inhalt eingelegten Friichte 
(etwa sechs bis acht Stiick je GefiB) erfolgte Mitte Dezember. Als 
Ergebnis ist anzufiihren: 

Probe 1. Paprika unmittelbar nach der Ernte in 12° igem NSalz- 
wasser eingelegt, nach zweimonatigem Lagern in Glaser umgefiillt und 
mit 2° igem Essig iibergossen. 

Ascorbinsauregehalt der Friichte..... 20 mg°,, 
= der Fliissigkeit .. 2] 
Probe 2. Herstellung wie Probe 1. 
Ascorbinsaéuregehalt der Friichte..... 22 mg 
der Fliissigkeit .. 21 


Probe 3. Paprika unmittelbar nach der Ernte in Essig eingelegt. 


Ascorbinsauregehalt der Friichte .... 9 mg°®,, 
= der Fliissigkeit .. ll ,, 


Probe 4, Paprika direkt in Essig eingelegt und mit Kupfersulfat 
gefarbt. Diese Probe wurde erwartungsgemas fiir praktisch vitamin-C- 
frei befunden. 


Wenn man diese Ergebnisse iiberblickt, so erkennt man, dal die 
aprikakonservierung gerade hinsichtlich der Erhaltung des Vitamins C 
neue Wege beschreiten muBb. Den besten Beweis hierfiir liefert woh! 
die Tatsache, da} bei einem Durchschnittsgehalt von 170 mg®, Ascorbin- 
siure, wie er in Gemiisepaprika gefunden wurde, durch die tiblichen 
Konservierungsmethoden 90° und dariiber verlorengehen. Welche 
Bedeutung bei der Behandlung dieser Frage der Oxydasewirkung beizu- 
messen ist, kann heute noch nicht mit Sicherheit beurteilt werden. 
Wohl liegen Tastversuche vor, die einen gewissen Zusammenhang ver- 
muten lassen, doch ist es im Rahmen dieser Arbeit noch nicht méglich, 
naher darauf einzugehen, da erst das Ergebnis exakter Versuche ab- 
gewartet werden muB. 
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Zusammenfassung. 


1. Zunichst wird die Methode der Ascorbinséiurebestimmung in 
Paprika beschrieben. 

2. Es folgt eine Zusammenstellung der gefundenen Ascorbinsaure- 
werte bei allen untersuchten Paprikasorten und einer Anzahl anderer 
pflanzlicher Nahrungsmittel. 

3. Der EinfluB des Kochens aubBert sich derart, dal das Vitamin C 
zwar nur in geringem Umfang zerstért wird, aber infolge seiner Wasser- 
léslichkeit je nach der Kochdauer mehr oder weniger leicht in das Koch 
wasser tibertritt. Durch fortlaufende Untersuchung des Kochwassers 
konnte festgestellt werden, dafS im Laufe der Zeit der Titrationswert 
mehr oder weniger stark zuriickgeht. Am starksten zeigt sich dieses 
Verhalten beim 10-Minuten-Kochwasser, was auf das Vorhandensein 
von Oxydasen schlieBen laBt, die durch 10 Minuten dauerndes Kochen 
nicht zerstért werden. Bei langerer Kochdauer (z. B. 1 Stunde) geht 
dieser Abbau des Vitamins wesentlich langsamer vor sich, da die Oxy- 
dasen nunmehr anscheinend zum allergr6éBten Teil inaktiviert sind. 
Diese Beobachtungen lassen einen Zusammenhang zwischen Kochdauer 
und Haltbarkeit erkennen. Bei Verwendung von Essig an Stelle von 
Wasser ist die Haltbarkeit wesentlich gr6Ber und weitgehend unabhangig 
von der Kochdauer, da die saure Reaktion der Kochfliissigkeit die 
Inaktivierung der Oxydasen beschleunigen diirfte. 

4. Kihllagerung von Paprika fiihrt zu keinen oder nur geringen 
Vitaminverlusten, wobei die einzelnen Sorten verschiedenes Verhalten 
zeigen. 

5. Gefrierkonservierung mit und ohne Blanchieren verursacht 
bedeutende Verluste an Vitamin C. 

Die Untersuchung von Paprikakonserven, die nach verschiedenen 
Verfahren hergestellt worden waren, ergab, da bei diesen Erzeugnissen 
der grébte Teil des Vitamins verlorengegangen ist. 

Die Anregung zu dieser Arbeit geht vom Vorstand des Institutes fu 
Gemiisebau, Herrn Dr.-Ing. L. M. Kopetz aus, dem ich fiir viele wertvolle 
Hinweise und Ratschlige zu groBem Dank verpflichtet bin. 

Die statistischen Angaben iiber FruchtgréBe, -gewicht usw. wurden von 
Frl. Herta Willner in miihevoller, auBerst exakter Arbeit bereitgestellt, 
wofiir ihr an dieser Stelle bestens gedankt sci. 

















Kinetik der Kohlensiiureanhydrase. I. 
Von 
Manfred Kiese. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 





(Eingegangen am 28, Januar 1941.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seit dem Nachweis und der Isolierung der Kohlensiureanhy 
drase |: *>° ist eine Reihe von Tatsachen iiber die Verteilung des Ferments 
in den Organismen und iiber einige Eigenschaften bekanntgeworden 
Auch eine hochgradige Reinigung des Ferments ist gelungen mit der 
Feststellung eines hohen Gehalts des Ferments an Zink (0,31 bis 
0,34°/)*5. Die Kinetik des Ferments ist bisher noch viel weniger 
hinreichend untersucht worden. Die wichtige Frage nach dem Substrat 
des Ferments kann aus den vorliegenden Untersuchungen noch nicht 
beantwortet werden. Die Hydratation von CQg,, die durch das Ferment 
katalysiert wird, umfaBt eine Reaktion H,O -— CO, = H.COs, (I). 
Daneben besteht eine Reaktion, in die Hydroxylionen eingehen, sei es 
als Katalysator oder unmittelbar in einer Reaktion CO, + OH 
<2 B00. (i). 

Uber die Beziehungen Ferment —CO,-Konzentration geben Meldrum 
und Roughton 2 an, daB die Geschwindigkeit der katalysierten Reaktion 
bei CO,-Drucken von 20 bis 380 mm Hg dem CO,-Druck proportional 
ist. Stadie und O’ Brien 3 beobachteten eine Abnahme der Wirksamkeit 
des Ferments mit Zunahme des CO,-Druckes von 50 auf 300 mm Hg. 
Fiir den Einflu8B der Temperatur auf die katalysierte Reaktion fanden 
Meldrum und Roughton 2 Q,) = 2,1. Der Einflu8 der Wasserstoffionen 
auf die Aktivitaét des Ferments wurde von Kiese und Hastings ® unter- 
sucht. Bezogen auf die Gesamtgeschwindigkeit der Hydratation von 
COz,, also Reaktion I und II, ergab sich ein Optimum bei pu = 8. 

Die Katalyse einer Reaktion fiihrt iiber eine Zwischenverbindung 
des reagierenden Stoffes mit dem Katalysator. In der Kinetik der 
Katalysatorreaktion kann entweder die Bildung der Substrat-Kataly- 
satorverbindung oder ihr Zerfall in Katalysator und Reaktionsprodukt 


1 R. Brinkman, R. Margaria, N.U. Meldrum u. F.J. W. Roughton, 
J.of Physiol. 75, 3P, 1932. —? N.U. Meldrumu.F.J. W. Roughton, ebenda 80, 
113, 1934. — * W. C. Stadie u. H. O’ Brien, J. of biol. chem. 108, 521, 1933. — 
* D. Keilin u. T. Mann, Nature 144, 442, 1939. — ° E. Hove, C. A. Elvehjem 
u. EL. B. Hart, J. of biol. chem. 186, 425, 1940. — ® M. Kiese u. A. B. 
Hastings, ebenda 132, 281, 1940. 
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der geschwindigkeitsbestimmende Schritt sein. Im letzteren Falle 

existiert eine meBbare Konzentration von Substrat-Katalysator- 

verbindung. Bei gleicher Katalysatorkonzentration hangt die Konzen- 

tration dieser Verbindung von der Substratkonzentration ab. AuBerdem 
|Substrat| { Katalysator | 


wird das Gleichgewicht von der Temperatur 


[Substratkatalysator] 
und in vielen Fallen auch von den Wasserstoffionen beeinfluBt. Das 
ist bei der Untersuchung des Einflusses von Temperatur und py auf 
solche Katalysatorreaktionen zu beriicksichtigen. Wie spater gezeigt 
wird, funktioniert die Kohlensiureanhydrase als Katalysator, in dessen 
Reaktion der Zerfall der Substrat-Katalysatorverbindung geschwindig- 
keitsbestimmend ist. Am einfachsten kann unter solchen Bedingungen 
der Einflu8 der Temperatur und des py auf die Katalysatoraktivitat 
untersucht werden, wenn ein groBer UberschuB von Substrat vorhanden 
ist, so daB der Katalysator unter allen Umstanden mit Substrat ge- 
sittigt ist. Im Falle der Kohlensiureanhydrase ist dieser Weg nicht 
gut gangbar. Die von dem Ferment katalysierte Reaktion verlauft 
auch ohne Katalysator mit einer u. U. erheblichen Geschwindigkeit. 
Methodisch ist die Geschwindigkeit der Reaktion, die noch zuverlassig 
gemessen werden kann, begrenzt. Bei hohen CQO,-Drucken, die zu 
einer vollstandigen Sattigung des Ferments fiihren, betragt der kata- 
lysierte Anteil der Reaktion neben dem unkatalysierten nur noch einen 
geringen Bruchteil, dessen genaue Bestimmung schwierig ist. Genauere 
Untersuchungen iiber den EinfluB von Temperatur und Wasserstoffionen 
auf die Aktivitat der Kohlensdéureanhydrase erfordern also, daB bei 
nicht zu hohen Substratkonzentrationen die Konzentration an Substrat- 
Fermentverbindung bekannt oder in Messungen, die verglichen werden 
sollen, konstant ist. 

Im folgenden werden die Beziehungen zwischen Ferment und 
Substrat genauer untersucht, auf dieser Grundlage der Einflu8 von 
Temperatur und Wasserstoffionen dargestellt und die absolute Ge- 
schwindigkeit der katalytischen Reaktion ermittelt. 


Methodik. 
Die Messung der Geschwindigkeit der Hydratation von COs. 


Die gesamten Untersuchungen tiber die Kinetik der Kohlensaure- 
anhydrase wurden an der Hydratation von CO, durchgefiihrt. Die 
Geschwindigkeit der Hydratation wurde manometrisch gemessen. In 
ein ReaktionsgefaB, das eine Pufferlosung von bekannter Konzentration 
und bekanntem px ohne bzw. mit Ferment enthielt, wurde ein be- 
stimmter CO,-Druck gegeben und die Druckabnahme verfolgt, wahrend 
das’ Reaktionsgefa heftig geschiittelt wurde (600 bis 700 Doppel- 
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schwingungen pro Minute). Einzelheiten der Apparatur und der Durch- 


1,2 


fiihrung der Messungen sind an anderer Stelle mitgeteilt 

Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde fiir den Anfang der Reaktion 
bestimmt, wo die Dehydratation noch nicht in merklichem Mae statt- 
findet. Das Vorgehen ist ebenfalls an anderer Stelle beschrieben 2 
Die Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeiten ganz am Anfang det 
Reaktion ist bei der Katalyse durch das Ferment besonders wichtig, 
da die mit der Hydratation eintretende py-Anderung wie auch die Ober- 
flichendenaturierung des Ferments neben der Zunahme der Riick- 
reaktion den Reaktionsverlauf andern. 

Die Oberflichendenaturierung des Ferments wahrend der Messung 
der Hydratation spielt eine nicht zu vernachlassigende Rolle. Die 
hautige Erneuerung der Oberflache durch starkes Schiitteln ist notwendig, 
um die Diffusion von CQO, als begrenzenden Faktor auszuschlieBen. 
Die Geschwindigkeit der Inaktivierung des Ferments unter den Be- 
dingungen der Versuche geht aus Tabelle [ hervor. Ferment wurde in 
Pufferlésung vor der Zugabe von CO, verschieden lange Zeit geschiittelt 
und dann die Geschwindigkeit der Hydratation von CO, in der Lésung 
gemessen. Nach 5 Minuten langem Schiitteln ist bereits ein erheblicher 
Teil des Ferments inaktiviert. Die Oberflichendenaturierung von 
Proteinen pflegt als Reaktion nullter Ordnung zu verlaufen. Das ist in 
dem beschriebenen Versuch nicht der Fall, offenbar weil die Protein- 
konzentration auBerordentlich niedrig ist. 


Tabelle 1. Oberflachendenaturierung der Kohlensiureanhydrase. 
10cem Phosphatlésung 0,04m, pu 7,4. Temp. 1,0°. Druck zu Beginn 
s ¢ ee 140 5 Re ee 1 rs ‘ 9R. 
16.3mm Hg. ago, 9,65-10-° Mol-14+-mm-. KG 0,-Phospbat 0,0028 
Schiittelgeschwindigkeit 600 Doppelschwingungen pro Minute. 





Schiittelzeit vor K. ,-Ferment C Ferment 
Versuchsbeginn K (see~1) - «K! 
Min. K -™ © O.-Phosphat mM -I~1-see } 
0 0,038 0,035 0,055 
5 0,024 0,021 0,033 
10 0.015 0.012 0.019 


Als MaB der Geschwindigkeit der Hydratation wurde zunachst eine 
Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion erster Ordnung errechnet, 
im folgenden kurz monomolekulare Geschwindigkeitskonstante genannt. 
Bei Anwesenheit von Ferment setzte sich die Geschwindigkeit zusammen 
aus der Geschwindigkeit in der betreffenden Pufferlésung und der durch 


das Ferment katalysierten Reaktion K — Keo,-pujier + Keo.-Ferment: 


1 M. Kiese, diese Zeitschr. 305, 22, 1940. - 2 Derselbe, ebenda 307, 
1941. 











urch 


<tion 
tatt- 
en = 

det 
htig, 
Iber- 


lick- 


une 
Die 
dig. 
sen 
Be- 
Pp in 
telt 
ung 
her 
von 
in 


‘in- 








405 





Kinetik der Kohlensiureanhydrase 





Zur Bestimmung des durch das Ferment katalysierten Anteils der 


Reaktion wurde von der Geschwindigkeitskonstanten der Gesamt- 
reaktion der Wert der Geschwindigkeit in der Pufferlésung abgezogen: 
Ke o,-Ferment K — Keo,-puijer. GemaB fritherer Definition! wird als 
Kew, die Geschwindigkeitskonstante der unkatalysierten Reaktion und 
als A~,, die durch Katalysatoren (Puffer, Ferment) beeinfluBte Ge 
schwindigkeit bezeichnet. Die monomolekulare Konstante K (0, -yerment 
ist meist kein geeignetes Ma fiir die Geschwindigkeit dieser Reaktion, 
da die tatsachlich in diese Reaktion eingehende Konzentration an 
CO,-Fermentkomplex oft nicht bekannt ist. Nur der auf das Ferment 
jeweils entfallende Umsatz an CQ, ist ein sinnvolles Maf fiir die Ge 


schwindigkeit. Diese Geschwindigkeit ergibt sich dann zu 
C K, 0.-Ferment Pi Oo, Feo Mol - I~! - see 


wo P.,, den CO.-Druck und geo, den Léslichkeitskoeffizienten von 
CO, bedeutet. Da die Geschwindigkeit jeweils fiir den Anfang det 
Reaktion ermittelt wurde, bezieht sich Po», auf den CO,-Druck am 
Anfang der Reaktion, nachdem die Lésung von COy, erfolgt ist. Die 
Ermittlung dieses Druckes geht aus Abbildungen friiherer Unter 
suchungen (Abb. 2 und 6) 2 hervor. 


bie Herstellung der Fermentpradparate. 

Kohlensiureanhydrase wurde aus Pferdeerythrocyten hergestellt 
nach einem bereits friiher angewandten Verfahren*. In der Lésung 
haimolysierter Erythrocyten wurde das Hamoglobin durch Alkohol 
und Chloroform denaturiert, Alkohol und Chloroform durch Dialyse 
entfernt und in der Lésung die Proteine mit Ammoniumsulfat fraktioniert 
gefaillt. Die héchste Aktivitat besaB das zwischen 70 und 90% Sattigung 
ausfallende Protein. Die héchstwirksame Fraktion wurde nach Ent- 
fernung des Ammoniumsulfats durch Dialyse nochmals fraktioniert. Das 
fiir die meisten Untersuchungen verwandte Fermentpraparat hatte eine 


Aktivitaét von 23 Einheiten pro mg*. 


Substrat. 

Bei der Messung der Geschwindigkeit der Hydratation von CQ, 
in Phosphatlésung und anderen Pufferlésungen war gezeigt worden 
da die Geschwindigkeit der Hydratation dem CO,-Druck proportional 
ist ®, Phosphat katalysiert die Reaktion. Auch die Geschwindig- 


1 M. Kiese. diese Zeitschr. 307, 207. 1941. 2 M. Kiese. diese 
Zeitschr. 305, 22, 1940. — *? M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 
132, 281, 1940. * Die Definition der Einheit ist auf S. 412f. gegeben. 

1 M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 207, 1941. — ° R. Brinkman, R. Margarva 


u. F. J. W. Roughton, Phil. transact. roy. soc. London (A) 232, 165, 1933. 
— ® M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 182, 267, 1940 
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keit der katalysierten Reaktion mu hier also dem CO.-Druck pro- 
Freilich ist die katalytische Wirkung des Phosphats 
gering und kleine Abweichungen wiirden wenig sicher zu erfassen sein. 
Fir den 


portional sein. 


soweit bisher bekannt 
sator ', die unterbromige Saure, ist in Tabelle II die Reaktionsgeschwin- 


starksten anorganischen Kataly- 


Tabelle Il. Katalytische Wirkung von unterbromiger Saure bei 
verschiedenen CO,-Drucken. 

pu 7.4, HOBr 7- 

10-5 Mol - 1-?- mm-?, 


10 cem Phosphat 0,04 m, 10-° m. 


9,65 - 


Temp. 1,0°. 


y § 9a 
LOO» K¢ 0,-Phosphat 0,0028. 








Ko O,-HOBr 











Anfangsdruck K (sec-1) CHOBr 
mm Hg K — KC 0,-Phosphat mM -1-1-see-1 

4,5 0,0130 0,01 0,0043 

15,0 0,0125 0,01 0,0145 

64,0 0,0125 0,01 0.0617 

245,0 0,0125 0,01 0,2360 


digkeit bei verschiedenen CO.-Drucken wiedergegeben. Die Werte fiir 
die monomolekulare Konstante der Gesamtreaktion, A, sind im Bereich 
der Messung von 4,5 bis 245 mg Hg Anfangsdruck konstant. Das be- 
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i 
0 20 40 60 80 100 00 
C0, 
Abb. 1. Die katalytische Wirkung von HO Br (Konzentration 7 - 10-5 Mol -1-') auf die Hydratation 
von CO, in Abhingigkeit vom CO,-Druck. Geschwindigkeitsmessung in 0,04 m Phosphatlésung 
vom Dy 7,4. 
(O,-Druck in mm Hg. Ordinate: Geschwindigkeit der iiber den Kata- 
lysator verlaufenden Reaktion in mM -1-'-sec~', 





an 
180 200 220 240 260 
mm ig 


140 160 


— 


Temp. 1,0° A bszisse: 
deutet, dai neben dem unkatalysierten Umsatz auch die durch HO Br 
katalysierte Reaktion dem CO,-Druck proportional ist. Die Geschwin- 
digkeit Cyop, steigt geradlinig mit dem CO,-Druck an (Abb. 1). 

Die durch Kohlenséureanhydrase katalysierte Reaktion verhalt 
sich wesentlich anders als die durch unterbromige Saure katalysierte. 
In Tabelle III sind die Ergebnisse von Messungen der Hydratations- 
geschwindigkeit durch Kohlensiureanhydrase bei CO,-Drucken von 
5 bis 270 mm Hg wiedergegeben. Die monomolekulare Konstante der 


1 M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 132, 267, 1940. 








pro- 


yhats 
sein. 
taly- 
Win- 


fiir 
Ich 
be- 


tion 
ubg 


Br 
in- 


ilt 
te. 


on 
er 





Kinetik der Kohlensaéureanhydrase. | 405 





fabelle IIL. Katalytische Wirkung der Kohlensaureanhydrase 
bei verschiedenen CO,-Drucken. 
10cem Phosphat 0,04.m, py 7.4. Temp. 1,0°. 
t0C0 9,65- 10> Mol +14. mm-!. Keo,-phosphat 0,0028 
* O.-Ferment ( . 
(nfangsdruck K (sec-1) ; Ferment 
K — Ko Q,-Phosphat mM - I-1- sec 
mm Hg = 
5 0,0920 0,0890 0,043 
14 0,0540 0,0510 0,069 
16 0,0560 0,0530 0,082 
30 0,0345 0.0317 0,102 
62 0,0252 0,0224 0,134 
74 0,0221 0.0193 0,138 
90 0.0182 0.0154 0,134 
146 0,0127 0.0099 0.140 
188 0.0107 0,0079 0,143 
228 0.0094 0,0066 0,145 
268 0.0081 0.0053 0,136 


Gesamtreaktion, K, nimmt mit dem CO,-Druck stetig ab. Die duren 
das Ferment umgesetzte CO.-Menge, Cporment: erreicht mit steigendem 
CO.,-Druck einen Grenzwert (Abb. 2). 








a | 


0 20 40 60 80 0 120 40 160 160 200 220 240 260 280 


mimdg 


Abb. 2. Die katalytische Wirkung von Koliensiiureanhydrase auf die Hydratation von CO, in 
Abhingigkeit vom CO,-Druck 
Geschwindigkeitsmessung in 0,04m Phosphatlosung vom pyy 7,4 Temp. 1, 
Druck in mm Hg. Ordinate: Geschwindigkeit der iiber den Katalysator verlaufenden Reaktion 
in mM - 1-'- see 


Abszisse: CO 


Die Verhaltnisse sind am einfachsten verstandlich durch die An 
nahme einer CQO,-Fermentverbindung von verhaltnismaBig langer 
Lebensdauer. Die Bindung des CO, ans Ferment erfolgt schnell und der 
Zerfall der CO.-Fermentverbindung bzw. deren Reaktion mit Wasser 
ist die begrenzende Geschwindigkeit. 

Den gesamten folgenden Berechnungen ist die Annahme zugrunde 
gelegt, daB die Kohlensiureanhydrase nur die Reaktion | katalysiert. 
Die Begriindung dieser Annahme erfolgt im Zusammenhang mit den 
Untersuchungen iiber die Aktivierungsenergie der Reaktion im Ab- 
schnitt Temperatur. 
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Aus der Geschwindigkeit der iiber das Ferment verlaufende: 
Reaktion bei verschiedenen CO, Drucken laBt sich der relative Gehalt 


an CQ,-Fermentverbindung (bezogen auf die gesamte Fermentkonzen 
tration) errechnen und aus diesen Werten wiederum die Substrat 
konstante des Ferments ermitteln. Als Substratkonstante wird 
die Dissoziationskonstante der CO,-Fermentverbindung (Wichaclis 
CO,| [Ferment | 
Konstante) ~~. Ky bezeichnet. Die Beziehungen 
[C O,-Ferment } 

zwischen Ferment und CO, werden als reversible ,.chemische Reaktion‘ 
nach dem Massenwirkungsgesetz behandelt. Das ist das gleiche wi 
die formale Behandlung als ,,Adsorption’’ nach den Adsorptions 
gleichungen !. Aus der Massenwirkungsgleichung ergibt sich ein ein- 
facher Weg fiir die Bestimmung von K,,. Bei einer bestimmten CO, 
Konzentration ist die Konzentration von freiem Ferment gleich der det 
CO,-Fermentverbindung. Ky, ist zahlenmaBig gleich dieser Kon 
zentration von CO,. Unterdiesen Bedingungen ist die Halfte des Ferments 
mit CO, besetzt, die iiber das Ferment verlaufende Reaktionsgeschwin 
digkeit ist dann halb so gro} wie die maximale Geschwindigkeit. Ky, ist 
also der Kurve Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit vom CO,- 
Druck (Abb. 2) unmittelbar zu entnehmen bei der halben Maximal 
geschwindigkeit. Fiir die Verbindung Kohlensiureanhydrase-C O 
bei 1,0° und pu — 7.4 ist Ky = 1,2- 10-3. Von der Wasserstoffionen 
konzentration wird das Gleichgewicht zwischen Ferment und CO, 
nur wenig beeinfluBt. Bei pu = 9.3 ist Ky, — 2,2 - 10°, 


Temperatur. 

Das Gleichgewicht zwischen Ferment und CO, andert sich mit det 
Temperatur. Bestimmungen von Ay wurden in einem Temperatur 
bereich von 1,0 bis 12,59 vorgenommen. Bei héheren Temperaturen 
ist eine einigermaBen genaue Ermittlung der maximalen iiber das 
Ferment verlaufenden Reaktion wegen der hohen Geschwindigkeit det 
unkatalysierten Reaktion und der hohen CO,-Drucke nicht mehr 
moéglich. Die Methode war, wie oben beschrieben, die Messung der 
Geschwindigkeit bei verschiedenen CQ,-Drucken. In Tabelle [V sind 
die Ergebnisse der Messungen zusammengestellt. 

Tabelle IV. Substratkonstante Ay der Kohlensdureanhydrase be! 
verschiedenen Temperaturen in Phosphatlésung 0,04m, py 7.4 





Temperatur Tone 1 K yy - 108 log (K yy + 103) 
eo abs , ] ] 
1,0 274,1 0,003 650 > 0.0969 
5,0 278,1 0,003 598 2.5 0.3700 
8,0 281,1 0,003 560 2,9 0,4624 
12,5 285.6 0,003 505 5.2 0.7160 


1 2D. J. Hitchcock. J. amer. chem. soe. 48. 2870, 1926 
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Aus dem Gang von K,, mit der Temperatur wurde die Anderung der 
Wirmeinhalte (Reaktionswirme) bei der Bindung von CO, an das 
Ferment nach ran ‘t Hoffs Gleichung errechnet. 

dinky H d(Rin Ky.) 
dT ry a TT a 
wo R die Gaskonstante, 7’ die absolute Temperatur, 1 H die Anderung 
der Warmeinhalte Hea Hverment — 4c0.-Ferment 18st. In Abb. 3 
ist lg Ky, gegen 1/7 aufgetragen. AH ergibt sich dann zu 2,203 -N- R, wo 
V die Neigung der Geraden in Abb. 3 ist: V = 4400, AH 20000 Cal 

Durch Extrapolation entlang 

der Geraden in Abb. 3 ergibt sich 


bei 389 Ky = 76 -10- Nn 
oh g “i 
Die Anderung der Entropie bei . » 
der Bildung des aktivierten Kom- * 4é XN 
a * \ 
plexes CO.-Ferment ergibt sich aus S Bs 
iF —~AH =T-AS, wo AF ™% Mee 
die Anderung der freien Energie. rhe 
| H die Anderung des Warmeinhalts aol TS 
1S die Anderung der Entropie be,“ 
und 7 die absolute Temperatur ist 5Y 9 36. 56 
IF R-T -\In Ky = 3660 Cal 
. - 2 “ Abb. 3 Abhingigkeit der Substrat- 
bei PH 74 und 1,6°, Die Anderung konstanten der Kohlensiureanhydrase, 
der Entropie ist dann | S AK y> von der Temperatur, aufgetragen 
is lg K yl Abhingigkeit von 1 7 


59.8 Cal- Grad-!. Dieser Wert 
2 


ist von ahnlicher GréBbe wie die Anderung der Entropie bei der Bil- 


dung des aktivierten Komplexes anderer Fermente !. 

Fiir die Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf die durch 
Kohlensiureanhydrase katalysierte Reaktion wurden aus den oben 
erérterten Griinden jeweils CO,-Konzentrationen gewahlt, bei denen 
das Ferment zur Halfte mit CO, gesattigt ist. Diese CO.-Konzentra- 
tionen sind aus den Messungen der Substratkonstanten bei verschiedenen 
Temperaturen bekannt. Eine gewiinschte CO,-Fermentkonzentration 
laBt sich leicht fiir den Anfang der Reaktion definieren. 

Die Geschwindigkeiten der Hydratation von CQO, iiber eine be- 
stimmte konstante Konzentration von CO,-Ferment bei verschiedenen 
Temperaturen sind in Tabelle V enthalten. Die Gesamtgeschwindig- 
keit, AK, ist die aus der Druckabnahme errechnete Geschwindigkeits- 
konstante erster Ordnung. Die daraus errechnete monomolekulare 
Konstante fiir die Fermentgeschwindigkeit Keo, -verment, Aeo,-verment 

K — Koo.-putter. ist bei den einzelnen Temperaturen unmittelbar 


A. EF. Stearn, Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 1, 1938 
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Tabelle V. Geschwindigkeit der durch Kohlensaureanhydras 
katalysierten Hydratation von CQ, bei verschiedenen Tem 


peraturen, gemessen bei konstanter Konzentration von CO, 
Ferment. 





Koo,-Ferment @!s Ma®B der Geschwindigkeit. Hydratation gemessen in 
0,04 m Phosphat, pq 7,4. 
Poo, Bhi @ermnn 
ou Tie: : bei Reaktions- : : id er log ( Ky O.-Ferment * 10) 
1 beginn K— Keo -Phosphat 
Cc mm Hg (see~1) 
10 | 274,1 0,003 65 12,5 0,028 1,447 
5.0 278.1 0,003 598 28.0 0,036 1,556 
8,0 281.1 0,003 558 39,5 0,043 1,643 
12,5  285,6 0,003 502 84.0 0,054 1,728 


vergleichbar, da die Konzentration an CO,-Ferment die gleiche ist. Sie 
ist proportional der unbekannten Konstanten des monomolekularen 
Zerfalls von CO,-Ferment. 

Aus der Anderung der Geschwindigkeit der katalysierten Hydrata- 
tion, d. h. des Zerfalls von CO,-Ferment, mit der Temperatur wurde die 
Aktivierungsenergie dieser Reaktion errechnet nach der Arrhenius. 

E E 
Gleichung K¢o,-Ferment = 2°¢€ RT oder In Keo,-Ferment = In Z —, 
R1 
wo E£ die Aktivierungsenergie, R die Gaskonstante und 7' die absolute 
Temperatur ist. In Abb.4 ist lg Keo,-rerment in Abhangigkeit von 1/7 
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Abb. 4. Geschwindigkeit der durch Kohleusiiureanhydrase katalysierten Hydratation von CO, in 
0,04 m Phosphatlésungen vom py, 7,4 bei verschiedenen Temperaturen, aufgetragen 
alslg Ke Q,-Ferment im Abhingigkeit von 1/7. 


aufgetragen. Die Neigung der Geraden ist .V 1950. Die Aktivierungs- 
energie ist EH — 2,303-R-N = 8900 Cal. 

Die GréBe der Aktivierungsenergie der Reaktion zwischen CO, 
und Ferment ist von Bedeutung fiir den Mechanismus der Reaktion. 
In der Einleitung war schon darauf hingewiesen worden, daB die bisher 
bekannten Daten keine Entscheidung dariiber erméglichten, ob die 
Kohlensaéureanhydrase die Reaktion I, II oder beide katalysiert. Fiir 
die unkatalysierte Reaktion I betragt die Aktivierungsenergie 23 100 Cal. 
und fiir die unkatalysierte Reaktion II 9000 Cal. (Kiese 1). Das Wesen 


1 M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 207, 1941. 
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der katalytischen Wirkung besteht in der Verminderung der Akti- 
vierungsenergie durch den Katalysator. Da die Aktivierungsenergien 
fir die Reaktion von CO, mit Hydroxylionen und CO, mit Kohlen 
siureanhydrase praktisch gleich sind, ist auszuschlieBen, daB die Kohlen- 
siureanhydrase die Hydratztion von CO. beschleunigt durch Katalvyse 
der Reaktion LI. Das Substrat der Kohlensiureanhydrase ist also 
Reaktion LI. 
Wasserstoffionen. 

Die Kenntnis der von der Kohlensiureanhydrase katalysierten 
Reaktion erméglicht eine genauere Analyse des Einflusses der Wasser 
stoffionen auf die Aktivitat des Ferments. Bei der Analyse von Messun- 
gen, die 1937/38 in Boston gemacht worden waren, war angenommen 
worden, daB die katalytische Wirkung des Ferments sich in gleicher 
Weise auf Reaktion I und II entsprechend ihrer Verteilung bei der 
unkatalysierten Hvydratation erstreckt!. Eine Umrechnung dieser 
alten Daten fiir die Bedingung, dais nur Reaktion L vom Ferment 
katalysiert wird, bestatigt die Ergebnisse neuer Messungen, die hier 
mitgeteilt werden. 

Die Aktivitat der Kohlenséiureanhydrase wurde in einem Bereich 
von px 6 bis 10 untersucht. Als Pufferlésungen wurden Phosphat, 
Pyrophosphat, Veronal, Carbonat verwendet. Nach Roughton 2 ist die 
Fermentaktivitat in eem Carbonat-Bicarbonatgemisch geringer als in 
einer anderen Pufferlésung vom gleichen py. Die eigenen Messungen 
bestatigen diesen Befund. Pyrophosphat wurde bevorzugt verwandt, 
da mit ihm iiber den ganzen besonders interessierenden Bereich von 
pu 6 bis 9 gepuffert werden kann. 

‘ erase Te kK Kk, O»-Pyrophosphat 
Die Aktivitat wurde gemessen als “ A, wo 
K, O, 
Keo, die unkatalysierte Hydratationsgeschwindigkeit nach Reaktion I 
ist 3, 4, 5 

Um die Messungen bei verschiedenem py vergleichen zu kénnen 
muBte fiir alle pu-Werte der gleiche Grad Sattigung des Ferments 
gewahlt werden. Aus oben erérterten Griinden wurde auch in diesen 
Versuchen das Ferment nicht vodllig, sondern nur zur Halfte mit CO, 
gesattigt. Der EinfluB der Wasserstoffionen auf die Substratkonstante 
des Ferments ist wie oben schon erwahnt verhaltnismaBig gering. 

Das Ergebnis einer Reihe von Messungen der Aktivitét in Pyro- 
phosphatlésungen ist in Abb. 5 wiedergegeben. Die Aktivitaét nimmt 

1M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 132, 281, 1940. — 
2 F. J. W. Roughton, Private Mitteilung in Cambridge, April 1939. 


3M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 207, 1941. — 4 M. Kiese u. A. B. Hastings, 
a. of biol. Chem. 132, 967.. 1940. — 5 F. * 2 8 Roughton u. V. H. Booth. 


Biochem. J. 82, 2094, 1938. 
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von pu 6 bis 9 zu. Jenseits px 9 nimmt die Aktivitat nicht weiter z 
In Abb. 5 geben die Punkte die Messungsergebnisse wieder. Zwische) 
die Punkte ist die theoretische Kurve eines Massengleichgewichts gelegt 
Die experimentellen Daten folgen dieser Kurve sehr gut. 

Die Aktivitat des Ferments wird ganz wesentlich vom Ladung: 
zustand einer dissoziierenden Gruppe (oder mehrerer Gruppen mit 
ahnlicher Dissoziationskonstanten) bestimmt. In dem Mae. in den 
Wasserstoffionen von der dissoziierenden Gruppe abgegeben werden 


Ta 
! 
| 





» 
es 


Pi 
Abb. 5. Aktivitét der Kohlensiiureanhydrase in Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentrat ior 
gemessen in 0,1 m PyrophosphatlOsungen bei Halbsittigung des Ferments mit C Oy,. 
A Aktivitit in willkiirlichen Kinheiter 
Die Punkte sind Messungsergebnisse. Die ausgezogene Linie ist die theoretische Kurve eines Massen- 
uleichgewichts 
nimmt die Aktivitaéat zu und erreicht ein Maximum, wenn die einflui- 
reichen Gruppen an allen Fermentmolekiilen dissoziiert sind. Aus der 
Kurve der Abb. 5 kann die Dissoziationskonstante der dissoziierenden 
Gruppe bzw. der Mittelwert fiir die Konstanten verschiedener Gruppen 
entnommen werden. Sie ist pK’ = 7,2. 

Roughton | hat Messungen iiber den EinfluB der Wasserstoffionen 
auf die Aktivitat der Kohlensiiureanhydrase gemacht, die bei der 
Annahme der Reaktion I als der allein katalysierten zu dem gleichen 
Ergebnis fiihren wie die friiheren Messungen? und die hier unter- 
breiteten Daten. Leiner? teilte mit, da®B innerhalb des Bereichs von 
pu 5,3 bis 8,1 eine deutliche Beeinflussung der Fermentwirkung durch 
die Wasserstoffionenkonzentration nicht bestaénde. Aus seinen aus- 
fiihrlicher mitgeteilten Daten 4 ist aber leicht zuersehen, daB die Aktivitat 

fw) 
des Ferments in seinen Versuchen von py 5,3 bis 8,1 um mehr als das 
Zehnfache zunahm. 

Die Zunahme der Fermentaktivitét mit dem pu, d.h. die gréBere 

Aktivitat des mehr negativ geladenen Fermentmolekiils gegeniiber dem 
5S 5 gee 

mehr positiv geladenen, ist eine interessante Parallele zu dem Verhalten 

der einfachen Katalysatoren. Wahrend CO, nur langsam mit H.O 

' PF. J. W. Roughton, Private Mitteilung in Cambridge, April 1939. 
2M. Kieseu. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 132, 281, 1940. — 3 M. Lezner, 
Naturwiss. 28, 316, 1940. — 4 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zentralbl. 60, 
463, 1940. 
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reagiert, reagiert es sehr schnell mitOH . Von den katalytisch wirkenden 
sechwachen Sauren wirken die lonen (negativ geladen) weit starker als 
die ungeladenen Molekiile '-. Offenbar ist die negative Ladung all 
gemein fiir die Katalysatoren wichtig, um die Struktur des CO,-Molekiils 
bzw. Wassermolekiils zur Reaktion mit geringerer Aktivierungsenergie 
zu verandern. 

Die dissoziierenden Gruppen oder Gruppe, die die Aktivitat des 
Ferments bestimmt, ist nach der GréBe der Dissoziationskonstanten 
wohl eine Aminogruppe. Die Zunahme der Fermentaktivitat kénnte 
dann dadurch bedingt sein, dais die entladenen Aminogruppen CO, 
als Carbamat binden und so mehr CO. ans Ferment gebracht wird 
Die Dissoziation der CO,-Fermentverbindung nimmt aber mit dem p; 
zu. Demnach kann der EinfluB der Ladung an der Aminogruppe nicht 
darauf beruhen, da in alkalischer Lésung mehr CQ, als Carbamat ans 
Ferment gebunden werden kann. 

Es ware interessant, den EinfluB von Aktivatoren des Ferments 
auf seine Substrataffinitét, die Aktivierungsenergie und die py-Ab- 
hangigkeit zu untersuchen. Leiner®* hat mitgeteilt, daB das Ferment 
durch Cystein, Glutathion, Histidin, Histamin und eine Reihe andere 
Stoffe sowie durch Magermilch und gekochte Extrakte aus Geweben 
stark aktiviert werden kann. Cystein und Histidin sollten in Konzentra- 
tionen von etwa 20 mg/Liter die Aktivitat des Ferments um 600 bis 
800% steigern. Die Nachpriifung mit Cystein, Histidin, Histamin, 
Magermilch und gekochtem Muskelextrakt bei verschiedenen Wasser 
stoffionenkonzentrationen und in verschiedenen Puffern ergab, da 
die genannten Stoffe die Aktivitat des Ferments nicht steigern. Fiir 
Cystein war das schon in friiheren Untersuchungen ®° beobachtet 
worden, daf} es die Aktivitat der Kohlensaiureanhydrase nicht steigert. 
Genauere Daten sind an anderer Stelle mitgeteilt worden *. 


Absolute Geschwindigkeit. 

Das Zink in der Kohlenséiureanhydrase ist mit der katalytischen 
Wirkung offenbar aufs engste verkniipft. Im Laufe der Reinigung geht 
die Aktivitat der Praparate mit dem Zinkgehalt parallel. Die Hemmung 
des Ferments ** '° durch Stoffe, die mit Schwermetallen Komplex- 


1M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 132, 267, 1940. 
> F. J. W. Roughton u. V. H. Booth, Biochem. J. 32, 2094, 1938 


3 M. Leiner, Naturwiss. 28, 316, 1940. 4M. Leiner u. G. Leiner, Biolog. 
Zentralbl. 60, 463, 1940. — °>_M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 
132, 281, 1940. — °® M. Kiese, Klin. Wochenschr. 1939, S. 1104 

7 Derselbe, Naturwiss. 29, 116, 1941. — ® N. U. Meldrum u. F. J. WV 
Roughton, J: of Physiol. 80, 113, 1934. 9 W.C. Stadie u. H. O Brien, 
J. of biol. Chem. 103, 521, 1933. — 1° VM. Kiese u. A. B. Hastings, ebenda 


132, 281, 1940. 
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verbindungen bilden, macht den Zusammenhang des Zinks mit de: 


katalytischen Wirkung ebenfalls sehr wahrscheinlich. Unter der An 
nahme, da das Zink der Ort der katalytischen Reaktion am Ferment 
ist, l4Bt sich bei Verwendung hochgereinigter Praparate die absolut 
Geschwindigkeit der Fermentreaktion bestimmen. Fiir die Unter 
suchungen wurde ein Fermentpraparat mit einem Zinkgehalt von 
0,3 °° und einer Aktivitat von 75 Einheiten pro mg benutzt. Bei opti 
maler Aktivitaét, pu 9,0, einer Temperatur von 0,1° und vollstandige: 
Sattigung des Ferments mit CO, wurden von einem Atom Zink im 
Ferment 45000 Molekiile CO, in der Sekunde hydratisiert. Die Kohlen 
siureanhydrase gehért demnach zu den wirksamsten Fermenten. Per- 
oxydase ! setzt mit jedem Eisenatom 100000 Molekiile in der Sekunde 
um, Katalase ** 54200 Molekiile pro Eisenatom in der Sekunde. 


Einheit der Kohlensiureanhydrase. 


Obwohl bereits mehrere Untersuchungen iiber die Verteilung von 
Kohlenséureanhydrase in Organen verschiedener Tiere durchgefiihrt 
sind, ist bisher noch nicht ein Maf fiir die Fermentaktivitat vereinbart 
worden, das verschiedene Untersucher in gleicher Weise anwenden 
kénnten, um die Untersuchungsergebnisse quantitativ vergleichbar zu 
machen. Nach der Kenntnis einiger grundlegender Tatsachen der 
Kinetik des Ferments sei hier eine Einheit der Kohlenséureanhydrase 
definiert. Als Testreaktion wird die Hydratation von CO, benutzt, 
deren Bedingungen in mancher Hinsicht iibersichtlicher sind als die der 
Dehydratation. 

Einheit der Kohlensiureanhydrase sei die katalytische Aktivitat, 
die bei 1,0° und Halbsattigung des Ferments mit CO, in 1 Liter 0,05 m 
Phosphatlésung vom px 7,2 die unkatalysierte Geschwindigkeit der 
. KG 0,-Phosphat 
Bei 1,0° ist Keo, = 0,0021 (sec 1) und K¢0,-Phosphat (0,05, pu 7,2) = 90,0028. 
Der CO,-Druck soll nach Eintritt des Lésungsgleichgewichts mit der 


Hydratation von CO., Keo, verdoppelt, also ed, 


wiisserigen Phase 12,5 mm Hg betragen. Die Reaktionsgeschwindigkeit 
ist fiir den Anfang der Reaktion zu berechnen. 


Die Einheit ist unter den beschriebenen Bedingungen gut meSbar, 
zumal bei niedriger Fermentkonzentration auch mit einer nicht auf 
Héchstleistungen abgestellten Methodik Proportionalitaét zwischen 
Fermentkonzentration und Reaktionsbeschleunigung gefunden wird. 


' R. Kuhn, M. B. Hand u. M. Florkin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 
255, 1931. — ? K. Zeile u. H. Hellstrom, ebenda 192, 171, 1930. — 
3 J. B.S. Haldane, Proc. roy. soc. London (B) 108, 559, 1931. 
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Werden aus irgendwelchen Griinden fiir Messungen des Ferment- 
gehalts abweichende Bedingungen benutzt, so sollten sie mit der 
Standardeinheit geeicht werden. 


Zusammenfassung. 


Der EinfluB der CO,-Konzentration, Temperatur und Wasserstoff- 
ionen auf die katalytische Wirkung der Kohlensaureanhydrase werden 
untersucht. 

Die Geschwindigkeit der durch das Ferment katalysierten Hydra- 
tation von CQ, ist schon bei verhaltnismaBig niedrigen CO.-Drucken 
nicht proportional dem CO.-Druck, sondern erreicht einen Grenzwert. 
Diese Tatsache wird gedeutet durch die Annahme, das im Mechanismus 
der Katalyse der Zerfall der CO.-Fermentverbindung der geschwindig- 
keitsbestimmende Schritt ist. Die Dissoziationskonstante der CO.-Fer- 
mentverbindung (Substratkonstante) wird errechnet zu K yy 12 -10-3 
bei pu 7,4 und 2,2 - 10-3 bei pu 9,3, Temperatur 1,0°. 

Aus der Temperaturabhangigkeit des Gleichgewichts zwischen CO, 
und Ferment wird die Reaktionswarme der Bildung der CO,-Ferment- 
verbindung zu 20000 Cal. pro Mol gefunden. Die Anderung der Entropie 
bei der Bildung des aktivierten Komplexes CO,-Ferment  betragt 

1S 59,8 Cal - Grad-!. 

Aus der Temperaturabhangigkeit der tiber das Ferment  ver- 
laufenden Reaktion wird die Aktivierungsenergie der katalysierten 
Reaktion zu EL = 8900 Cal. errechnet. 

Da diese Aktivierungsenergie gleich ist der Aktivierungsenergie der 
Reaktion CO, + OH HCO., wird angenommen, daf das Ferment 
nicht diese Reaktion, sondern die Reaktion CO, +- H,O0 = H.CO, 
katalysiert, deren Aktivierungsenergie 23100 Cal. betragt. 

Mit Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration von py 6 bis 9 
nimmt die Aktivitét der Kohlenséureanhydrase stark zu. Der Verlauf 
der Aktivitatszunahme folgt streng der Dissoziation eines Wasserstoff- 
ions von einer dissoziierenden Gruppe mit einem pK’ = 7,2. 

Eine Steigerung der Aktivitat der Kohlenséiureanhydrase durch 
Cystein, Histamin, Histidin, Magermilch und gekochten Muskelextrakt 
konnte nicht beobachtet werden. 

Bei einer Temperatur von 0,19 werden von der Kohlensiure- 
anhydrase unter optimalen Bedingungen pro Atom Zink 45000 Molekiile 
CO, in der Sekunde hydratisiert. 

Die Einheit der Kohlensiureanhydrase wird definiert als die 
katalytische Aktivitaét, die bei 1° und Halbsattigung des Ferments mit 
CO, in 1 Liter 0,05 m Phosphatlésung vom py 7,2 die unkatalysierte 
Geschwindigkeit der Hydratation von CO,, Keo,, verdoppelt. 


Biochemische Zeitschrift Band 307. 298 

















Zur Kenntnis der Peptidasen. 
Il. Mitteilung!?: 
Aktivierungserscheinungen der Aminopolypeptidase. 
Von 
Ferdinand Schneider. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden. 
(Eingegangen am 17. Dezember 1910.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


|. Darstellung von Trockenpriiparaten des Hefekochsaftes und det 
Aminopolypeptidase. 

Die in der vorausgehenden Mitteilung? beschriebenen Versuche 
wurden alle mit Lésungen von Aminopolypeptidase nach Grassmann 
Emden und Schneller? und mit Hefekochsaftlésungen ausgefiihrt. Beim 
quantitativen Studium der Aktivierungserscheinungen traten Schwierig 
keiten auf, die durch die Veranderlichkeit solcher Lésungen bei langerem 
Stehen bedingt waren. AuBerdem konnten nicht aus jeder Hefelieferung 
gleichwertige Kochsafte und Aminopolypeptidasepraparate gewonnen 
werden. Um jederzeit reproduzierbare Werte zu erhalten, war es dahet 
unumganglich, mit haltbaren Trockenpraiparaten zu arbeiten. 

Vom Hefekochsaft lieBen sich einfach durch Fallen des stark 
eingeengten Saftes mit Alkohol Trockenpraparate gewinnen, und zwar 
auf folgende Weise: 

1000 g Hefe (Léwenbriiu, Miinchen) werden in 100 ccm siedendes 
Wasser eingetragen. Man ]éBt dann eine Stunde auf dem Wasserbad 
bei 60° stehen und filtriert durch ein Faltenfilter ab. 

Zur Uberfiihrung in ein Trockenpraparat wird der Kochsaft auf 
dem Wasserbad bis zur Dickfliissigkeit eingedampft. Dann laBt man die 
eingedickte Lésung aus einem Tropftrichter unter kraftigem Rihren 
in 11/, Liter Alkohol (mit Toluol vergallt) tropfen. Es fallt ein feines 
hellgelbes Pulver aus. Nach dem Absaugen wascht man den Niederschlag 
mit Alkohol oder Aceton und Ather aus und trocknet im Exsikkator. 

Schwieriger ist die Darstellung von wirksamen Trockenpraparaten 
aus den weitgehend gereinigten Lésungen der Aminopolypeptidase, 
die nach Grassmann und Mitarbeitern (].c.) gewonnen sind. Versuche 
durch Eindampfen im Vakuum, auch iiber H.SO, oder P,O,, fiihrten 


1 Die Arbeit war bereits August 1939 abgeschlossen, doch wurde die 
Veréffentlichung zufolge meiner Einberufung verzégert. — ? I. Mit- 
teilung: F’. Schneider u. E.Graef, diese Zeitschr. 307, 249, 1941. — * W. Grass- 
mann, L. Emden u. H. Schneller, ebenda 271, 217, 1934. 
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fentsprechend den Ergebnissen von Grassmann und Mitarbeitern (1. c.) 
zu schlechten Resultaten. Dagegen konnten durch Fallungen mit reinem 
Aceton unter besonders schonenden Bedingungen Trockenpraparate 
erhalten werden, die bei einer verhaltnismabie guten Ausbeute meist 
noch eine Erhéhung des Polypeptidasewertes aufwiesen, d.h. es wurde 


eine Reinheitssteigerung des Enzyms erreicht 


Darstellungsmethode siir Aminopoly peptidase- Trocken prd parate. 

Die dialysierte Aminopolypeptidaselésung! wird mit dem gleichen 
Volumen Aceton, das tiber K Mn O, destilliert wurde, gefallt. Das Aceton 
wurde vorher in einer Kaltemischung auf etwa 10 bis — 15° gebracht 
die Aminopolypeptidase ist gut eisgekiihlt. Wahrend der Fallung soll 
die Temperatur -- 2° nicht iibersteigen. Der Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert, je zweimal mit eisgekiihltem Aceton und Ather aus 
gewaschen und sofort im Exsikkator getrocknet. Mdéglichst schnelles 
Arbeiten ist erforderlich, um die Wirksamkeit der Aminopolvpeptidase 
nicht zu schadigen. 

Nach dieser Methode wurde eine Reihe von Aminopolypeptidase- 
praparaten dargestellt und ihr Verhalten gegen Chlorid und Kochsaft 
untersucht. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die bei derartigen 
Versuchen erzielten Enzymausbeuten und Reinheitsgrade. In Tabelle I 
ist die Wirksamkeit der Priparate gegen LGG. und gegen LG., letztere 
in Gegenwart von Chlorid bzw. von  Chlorid Kochsafttrocken 
praparat (K.-Tr. Pr.) zusammengestellt. Ohne die genannten Aktivatoren 
wies keines der untersuchten Praparate eine sicher meBbare Wirksam- 
keit gegentiber dem Dipeptid LG. auf. 

Die Trockenpraparate konnten ohne Wirksamkeitsverlust mehrere 
Monate aufbewahrt werden, die folgenden Versuche sind nur mit solchen 


Praiparaten ausgefthrt. 


Ausbeute und Reinheitsgrade bei Darstellung von 


Tabelle TI. 


Trockenpraparaten nach dem Acetonverfahren. 








Lésung Acetonfillung 

Priiparat 0 « tewie , 0.- iewich 
Binherten =o Po.W. Binbeiten yng Po.W 
\minopolypeptidase Nr. 6 780 672,0 11,6 299.0 260 11,5 
8 1940 668,8 29,0 745.3 957 99 () 
ES 9 2120 932.1 | 21,0 969.4 131 74,0 
= wae 2870 307.0 93.0 1420.0 126 = -113,0 
1 2110 727,6 | 29,0 1522.5 203 75,0 
2 3650 1100.0 33,0 1620.0 16 75.0 
- 3 2500 1152,0 22.0 1180.0 00) 59.0 
4 2800 1030.0 27.0 1450.0 190 77,0 
5 2450 915.0 27,0 1285,2 4 63,0 


1 Dargestellt nach W. Grassmann u. Mitarbe 


‘itern, |. ce. 
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Fr aot ich fir B/E X-Rite) In die aufgefundenen Enzym- 
xA. Po. 5b . : 
22+--+—}| A Po. 5a B/gznal] KCL Osean menge - L msatzkurven (Abb. 1) 
20 | | forooed |_ Mochsaft — wurden die W erte fiir verschiedene 
ie | SAPOM. acacnnniwniba andere Aminopolypept idaseprapa- 
Pe | A. Po.4¥ rate unter entsprechender Um- 
ib - = ~~ @ | ~—s wertung eingetragen. Alle Punkte 
4 - a para liegen sehr gut zu der aufgefun- 
12}-—-+- Y—— denen Kurve. Der Verlauf der 
10 4 irate Enzymmenge-Umsatzkurve ist also ; 
fiir die verschiedenen Praparate 
48 me i ae des Enzyms iibereinstimmend: in 
O6;- | Anbetracht der offenbar  weit- 
ay — gehenden Ubereinstimmung der 
a2 Se rae Reaktionskinetik, welche demnach 
F | zwischen verschiedenen Darstel- 
tinh Fura [oU\-Dpept) \ungen des Enzyms__ besteht, 
a Aaa 40 scheint es berechtigt, die gefun- 
pe cca ™§ denen Umsitze in Enzymeinheiten 
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Tabelle I]. Wirksamkeit von nach dem Acetonverfahren dar.- 
gestellten Trockenpraparaten. 





LGG. LG. 
Aminopoly- 7 Se ae al 
peptidase wea sae Spaltung* marrante font oe mK — 
Nr Priiparat (ecm n/20 K OH) Priparat (ecm n/20K OH) Porky a ee 
6 0,20 0,46 2,0 0,48 1,05 
8 0,20 1,16 2,0 0,41 1,47 
9 0,10 1,47 1,0 0,99 1,59 
10 0,05 1,18 0,5 1,04 1,66 
11 0,10 1,49 1,0 1,16 1,83 
12 0,10 1,49 1,0 1,43 1,32 
13 0,10 Lie 0.5 0,99 1,63 
14 0,10 1,53 0,5 0,86 1,60 
15 0,10 1,25 0,5 tke 1,68 ** 


* Spaltungszeit 1 Stunde. Volumen der Titrationsprobe 2ccm; beziiglich aller iibriger 
experimentelien Einzelheiten dieser und der folgenden Versuche vgl. I. Mitteilung, F. Schneider 
und EF. Graef, diese Zeitschr. l.c. — ** Mit 0,2n KCl + 30mg K.-Tr. Pr. 2. 


2. Beziehung zwischen Enzymmenge und Umsatz bei der Hydrolyse 
von Leucyl-glycin durch aktivierte Priparate der Aminopolypeptidase. 


Fiir ein bestimmtes Aminopolypeptidasepraparat (A. Po. 4) wurde 
unter Anwendung verschiedener Enzymmengen die Spaltung von 
d, 1-Leucyl-glycin, einmal mit Cl’ und das andere Mal mit Cl’ +- Koch- 

saft maximal aktiviert, gemessen. 






























auszudriicken. 
Der aktivierende Faktor des Hefekochsaftes wird im folgenden 
mit X bezeichnet und fiir die Dipeptidase aus Aminopolypeptidase + Cl’ 
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Tabelle IIT. Abhangigkeit der LG.-Spaltung vonder Enzymmenge. 


Zu den 5 cem LG.-Ansatzen wurden wechselnde Mengen verschiedenet 


Aminopolypeptidase-Trockenpraparate zugesetzt. Bei den KCl-Versuchen 


warel 
0,5 ee 


KCl und bei 


und 


1 Ob6eem 2n 


m 2n KCl 


den 


Versuchen 


leem der aufgelésten Aminopolypeptidase enthielt 
. 14, wo nur 1 mg vorhanden war. 


A.Po 


mit 
15mg Kochsafttrockenpraiparat 


Kochsaft 
Nr. 2 


2 aube 


= mg 


und 
enthalten 


KCi 


bei det 





Po. 
Po. 
Po. 
Po. 
Po. 
Po. 
Po. 
Po. 
Po. 


Po. 


Peer eS > > > > 


bzw. 


Die Enzymmenge-Umsatzkurven fiir die 


+ KCl + Kochsaft 
+ KCl + Kochsaft 
KCl + Kochsaft 
5ba+ KCl 
5a-+ KCl + Kochsaft 
a a re 
5b+ KCl + Kochsaft 
De see ie 6 eins vw tees 
14 +- KCl + Kochsaft 


Who e 


Spaltungszeit 1 Stunde. 


aus Aminopolypeptidase 


LG.-Spaltung * in cem n/20 KOH 


unter 


Anwendung von cem Aminopoly peptidase 


0,10 


0,28 


woe | 0,94 
oe oe 
= 0,18 


0,35 
0,58 
0,33 
0,52 
0,17 
0,45 


0,25 


0,67 
1,32 
0,24 
0,53 
0,65 
1,20 
0,64 
1,16 
0,51 
1,02 


Cl’ + Kochsaft 
kiirzungen PoCl- bzw. PoCl X-Dipeptidase gebraucht. 
pe} 


0,50 0,75 1,00 
1,15 1,47 1,56 
1,79 1,95 2.04 
0,40 0,60 

0,84 1,08 

1,08 1,44 

1,75 1,94 

1,08 1,37 

1,68 1,91 

0,92 

1,47 

wurden die Ab- 


Dipeptidspaltung der 


durch Chlorid aktivierten Aminopolypeptidase (PoCl-Dipeptidase) und 
des mit Clorid + Kochsaft aktivierten Enzyms (PoCl X-Dipeptidase) 
sind auBerordentlich ahnlich. Anfanglich verlaufen sie annahernd linear. 
PoCl X-Dipeptidase-Einheit sei in 
Anlehnung an die Definition fiir die ,,normale* Dipeptidase! diejenige 


4 


Als PoCl-Dipeptidase- 


bzw. 


Menge , ,synthetisierter*‘ Dipeptidase bezeichnet, die unter den Versuchs- 


bedingungen (®/; Millimol d, ]-Leucyl-glycin, 


m /30 


Ammonphosphat, pu = 7,8, 


Volumen 


10 ccm, 40°) und in Gegenwart einer maxi- 


mal aktivierenden Menge Chlorid bzw. Chlo- 


rid 


Kochsaft die vorhandene 


1- Peptid- 


menge in einer Stunde zur Halfte spaltet 
(in der benutzten Titrationsprobe von 2 ccm 
entspricht dies 1,20 cem n/20 KOH). 


3. Pu-Abhingigkeit. 


Die PoCl-Dipeptidase und die PoClX- 
Dipeptidase zeigen in Gegenwart von m/30 
Phosphatpuffer folgende Aktivititskurven: 
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250, 


R. Willstdtter ou 
1926. 


W. Grassmann. 


Zeitschr. 


ccm 





14 


=~ 
% 





b + 


A.P0.13+ Kling 
+Mochsat ng, 











t. 


physiol. Chem 


1538, 

























Schneider : 


Das py-Optimum der PoCl-Dipeptidase liegt bei ungefahr py 7,0, 
das der PoClX-Dipeptidase vielleicht eine Kleinigkeit alkalischer. 
Der optimale py-Wert liegt fiir beide Systeme saurer als fiir die , normale‘ 
Hefedipeptidase, bei der er sich in der Gegend von py == 7,8 befindet. 
Er liegt viel naher dem Wert der Aminopolypeptidase fiir die d, 1-Leucy]- 
glycyl-glycin-Spaltung, also niher dem Enzym, aus dem die ,,syntheti- 
schen*: Dipeptidasen stammen. 


4. Abhiingigkeit der LG.-Spaltung von der Chlorid- und Hefekochsaft- 
konzentration. 


Ein Vergleich verschiedener Aminopolypeptidase-Trockenpraparate 
in ihrem Verhalten gegeniiber Hefekochsaft allein, KC! allein sowie 
gegentiber einer Kombination beider Aktivatoren laBt von Praparat 
zu Priparat starke Unterschiede erkennen. In allen Fallen sind die 
Aminopolypeptidasepraparate ohne die genannten Aktivatoren un- 
wirksam gegen das Dipeptid (vgl. 8.415): die Kombination beider 
Aktivatoren bewirkt stets eine kraftige Dipeptidspaltung. Chlorid 
allein ergibt wechselnde, in einem einzelnen Falle nur sehr geringe 
Aktivierung: Kochsaft allein aktiviert wenig, mitunter auch gar nicht 
(Tabelle IV). 


Tabelle IV. Aktivierung von Aminopolypeptidase-Trocken- 
praparaten. 
Die Versuche wurden mit normalen LG.-Ansatzen ausgefiihrt. Zu- 
gesetzt waren die jeweils zur maximalen Aktivierung notwendigen Mengen 





Kochsaft oder Chlorid bzw. Chlorid Kochsaft. 
Hefekochsaft Aminopolypep- LG.-Spaltung durch Aminopolypeptidase 
tidase in ecem n/20 KOH 
Nr ; Nr | m Hefekochsait KCl KClmaz 
A y NT g + erekocns: 4 
ne ma wena - Hefekochsaft 
mad 
0 16 Sa 1,0 0,18 0,94 1,78 
1 15 3 2,0 0,00 0,12 0,88 
2 15 5b 2.0 0,01 1.08 1,68 
5 13 13 0,5 0,09 0,60 1,24 


Bei Anwendung von Aminopolypeptidase-Trockenpraparaten ohne 
Kochsaftzusatz wird, wie aus den Versuchen der Tabelle V und der 
Abb. 3 hervorgeht, eine merkliche Dipeptidasewirkung bei einer Kon- 
zentration zwischen 0,001 und 0,01 mol/Liter Cl’ beobachtet, wahrend 
das Maximum der Aktivierung je nach dem angewandten Praparat bei 
etwa 0,1 bis 0,2 mol/Liter erreicht ist. GréBere Chloridzusatze sind bei 
einem Teil der Praparate ohne weitere Wirkung, bei anderen ergeben 
sie eine geringe Hemmung. Die zu maximaler Aktivierung erforder- 
liche Chloridmenge stellt auf jeden Fall einen erheblichen UberschuB 
gegeniiber dem angewandten Enzympraparat dar, z. B. treffen bei 
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0,01 mol/Liter KCl im Versuchsansatz von 5 ccm auf 0,5 mg des an 
gewandten gereinigten Aminopolypeptidasepraparates 3,75 mg KC! 
Bemerkenswerterweise sind in den angefiihrten Versuchen mit Trocken 
praparaten der Aminopolypeptidase zur maximalen Aktivierung erheb 
lich héhere Chloridkonzentrationen erforderlich als in einem ent- 
sprechenden friiheren Versuch mit Aminopolypeptidase-Lésung!. Dieser 
Befund wird spiter noch diskutiert werden. 


Tabelle V. Abhangigkeit der LG.-Spaltung von der Chlorid- 
konzentration. 





Zusatz von KCl LG.-Spaltung in ecm n/20 KOH 
q A. Po. 6 A. Po. 14 A. Po. 15 A.Po. 1 A.Po. 13 
ecm mol) Liter . - im 

2,0 mg 0,5 mg 0,5 mg 3,7 mg 0,5 mg 
0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00 
0,05 n/10 0,001 0,00 0,20 0,27 0,00 0.13 
0,50 n/10 0,010 0,26 0,49 0.74 0,25 0.52 
0,25 2n 0,100 0.45 0.81 1.09 1.00 0.84 
0,50 2n 0,200 0,48 0,86 1,12 0,93 0,99 
0.50 4n 0,400 0.48 0.86 1,06 0.81 0.93 
100 4n 0,800 0,48 0.86 0,95 0,80 0.81 


Es liegt nahe, ahn 





lich wie beispielsweise im 
Falle der Amylase? fiir 
die Chloridaktivierung des 





Enzyms ein Dissoziations- 


cleichgewicht 


Po ae #2: Po C4} 





anzunehmen. Die Bezie 
hung zwischen Chlorid- 
konzentration und Umsatz 





muBte in diesem Falle 
die Gestalt einer Disso i a ae 8 
ziationsrestkurve ent- 
sprechend der Gleichung 
j (Cl 
(pom K + [Cl 


annehmen, wobei V,,,,, den bei maximaler Aktivierung, } den bei der 


ar 


jeweiligen Chloridkonzentration [Cl’] beobachteten Umsatz bedeutet®. 


1 Vel. I. Mitteilung: FP. Schneider u. EB. Graef, 1. e., S. 251 2K. Myr- 
bick, Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 1, 1926. 3 Zu formal analogen FE) 
gebnissen fiihrt bekanntlich auch die Annahme eines Adsorptionsgleich- 
gewichtes unter Zugrundelegung der Langmuirschen Adsorptionsisotherme 
(vol. D. J. Hitchcock, J. Amer. Chem. Soe. 48, 2870, 1926: R. Weidenhagen 
u. FE. Landt, Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind. SO, 25, 1930) 





Fk. Schneider: 


Um zu prifen, wieweit die Versuchsergebnisse einer derartigen 

Annahme unterzuordnen sind, wurde aus den Werten der Abb. 3 und 
PRs 
Tabelle V =— errechnet und gegen den Logarithmus der Chlorid- 
max 

konzentration aufgetragen. Wie sich beispielsweise aus Abb. 4 ergibt, 
schlieBen sich die so erhaltenen Werte dem theoretischen Verlauf einer 
Dissoziationsrestkurve relativ gut an, wenn man etwa folgende Werte 
der Dissoziationskonstanten zugrunde legt: 


Aminopolypeptidase 6: kpog, = 0,0084 mol /Liter 


* 14: kpocy = 0,0070 
5 15: kpog = 0,0042 


Die abgeschatzte Dissoziationskonstante fiir die PoCl’-Dipeptidase 
liegt also in der Gegend von 10-2, d.h. sie ist verhaltnismaBig groB 
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und damit die Affinitaét zum Cl’ ziemlich klein. Die ,,Konstanten‘ 
fiir verschiedene Aminopolypeptidasepraparate weichen anscheinend 
voneinander ab. Die gefundene Affinitat schwankt von einem Enzym- 
praparat zum anderen, offenbar sind die gefundenen Affinitatskonstanten 
.scheinbare Affinitaétskonstanten‘‘!. 

Die Abhangigkeit der Einwirkung von Aminopolypeptidase- 
priparaten auf Leucyl-glycin von der Hefekochsaftkonzentration 
wurde im folgenden nur noch in Gegenwart einer zur maximalen Akti- 
vierung ausreichenden konstanten Chloridkonzentration gemessen. 
Kochsaft bewirkt dabei eine zusatzliche weitere Aktivierung. Die sich 

' Vel. R. Kuhn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 1, 1923; 125, 28, 1923 
Ferner in C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Bd. I, 8. 92ff, 
Leipzig, G. Thieme, 1925. 
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so ergebenden Kurven sind in der folgenden Abb. 5 wiedergegeben, 
wobei die dazugehérigen ohne Kochsaftzusatz erhaltenen Cl’-Konzen- 
trationskurven mit eingezeichnet wurden. 


. : Kochsat} 
Bei Zusatz steigender Mengen ae a2 7's a 


Kochsaft und konstant gehaltener, 6 a 
maximal aktivierender Cl’-Menge 4 79! A pany 7 42 mol/l KCL+Aochsaf? | 
steigt die Aktivierung der PoCl-Di- | Yar = 

peptidase bis zu einem maximalen ffan 

Wert an, um dann konstant zu 
bleiben oder mitunter in geringem 
Ma8Be zu sinken. Prinzipiell ist ein 
ahnlicher Verlauf wie bei der 
Chloridaktivierung vorhanden (vgl. 


Tabelle VI). 


Ae eee en | 
00 07 U2 OF 08 
KCL—e= 


Abb. 5 
Tabelle VI. Abhangigkeit der LG.-Spaltung von der Kochsaft 
konzentration, 
In den normalen 5-cem-LG.-Ansitzen waren 0,5cem 2n KCI und 
wechselnde Mengen Hefekochsaft enthalten. 





LG,-Spaltung in ccm n/20 KOH LG.-Spaltung in cem n/20 KOH 


Zusatz Zusatz 
VOM A. Po. 1 \. Po. 13 A. Po. 14 von A. Po. 1 A. Po. 18 A. Po. 14 
Hete- vie ie a Hefe- ad yf 2 
kochsaft , «me 0, » mg U.o Mig kochsatt 4 me { Ing 0.9 mg 
in mg U,9 com + Uso cem + 0,5 cem in mg + U,o eem + 0,5 com + OD com 
2n KCl 2n KCl 2n KCl “a 2n KCl 2n KCl 2n KCl 


0,00 1,00 1.00 0.86 0,20 1.4 d 1,44 
0.01 1,00 1,00 0.94 0,30 1.41 4! 1.60 
0.05 1,19 L. 4 1,14 0,50 1.43 65 1,60 
0,10 1,42 1,2 1,34 1,00 LS 1,61 








; p. 
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Abb. 6 Abb. 7. 


In weiteren Versuchen wurde in Gegenwart emer konstanten 
und maximal aktivierenden, also groBen Menge Hefekochsaft die Ab 








$22 k. Schneider : 


hangigkeit der Wirkung von der Cl’-Konzentration untersucht (vg 
Abb. 6 und 7 sowie Tabelle VII). 


Tabelle VII. Abhangigkeit der LG.-Spaltung von der Chlorid 
konzentration bei konstanter Menge Kochsaft. 
In den normalen 5-cem-LG.-Ansaétzen waren zur maximalen Aktivierung 
ausreichende Mengen Kochsaft und wechselnde Mengen KCl enthalten. 








Tusate LG.-Spaltung in ccm n/20 KOH Zusats LG.-Spaltung in ccm n 20 KOH 
von KCl A.Po. 1 A. Po. 4 von K Cl A. Po. 1 A.Po. 4 
oe. 3,7mg+0,5ceem 1,0mg + 15 mg , ae 3,7mg+0,5ceem 1,0mg + 15 mg 

: “ Kochsaft Kochsaft a cc Kochsaft Kochsaft 

0,000 0,00 0,09 0,050 1,40 1,69 

0,001 0,80 0,85 0,100 1,40 1,66 

0,010 1,39 1,56 0,200 1,38 1,67 

0,020 1,40 

img A.Po. 4+ 0,2 mol/Liter KC] ...... 106cem n/20 KOH 
ie » 4+0,2 ys » + 15mg Hefe- 

kochsaft-Trookenpraparat 2... ...0. «0... 4,7] 


Dabei wurde die tiberraschende Feststellung gemacht, da in 
Gegenwart von iiberschiissigem Kochsaft eine mindestens zehnmal 
geringere Menge an Chlorid fiir die Erzielung maximaler Aktivierung 
ausreicht als ohne Zusatz von Kochsaft. (Die Halfte der maximalen 
Aktivierung wird bei etwa 0.00075 erreicht.) 

Lésungen der Aminopolypeptidase, deren Verhalten in der voran- 
gehenden Mitteilung beschrieben worden ist, nehmen hinsichtlich det 
Abhangigkeit threr Aktivierbarkeit von der Chloridkonzentration ein 
Mittelstellung ein (die Halfte der maximalen Aktivierung war hier bei 
ungefahr 0,0034 mol Chlorid erreicht). Dies erscheint versténdlich 
unter der naheliegenden Annahme, daB diese Enzymlésungen im Gegen 


satz zu den daraus durch Acetonfallung 


~keL. | erhaltenen Trockenpriparaten eine ge 





Ob} — 1  wisse Menge des aktivierenden Faktors der 
a5| Kochsafte enthalten. 
o¢ — : ee 
5. Verschiedene Ioneneinwirkungen. 
3} Tee a 
' | KNOs Wie in der I. Mitteilung! schon be- 
a2 ;  schrieben, aktivieren auch noch andere 
Wi | einwertige Anionen auBer den Halogen 
ER ee Se ME REE | jonen, wie z.B. das Nitrat-Ion. In der 
007 a7 92 OY , , . . 
moi/, folgenden Abb. 8 wird die Abhangigkeit 
Abb. § der PoNO.-Dipeptidase von der NO,- 


1 1. Mitteilung: FPF’. Schneider u. E. Graef, |. ¢. 
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Konzentration mit derjenigen der PoCl-Dipeptidase von der Cl’- 
Konzentration verglichen. 

Die PoNO,-Dipeptidase erreicht auch bei maximaler NO,-Kon- 
zentration nur einen Bruchteil der Aktivitat der PoCl-Dipeptidase. 

Phosphat in héheren Konzentrationen tibt eine hemmende Wirkung 
auf die d, l-Leucyl-glycin-Spaltung der PoCl-Dipeptidase aus, wahrend 
mit kleineren Konzentrationen an Phosphat mitunter auch geringe 
Aktivierungseffekte erzielt werden kénnen. In Abwesenheit von Cl’-Ionen 
vermégen aber Phosphorsaiureionen allein keine Dipeptidasewirkung 
in Aminopolypeptidasepraparaten hervorzurufen. 


Tabelle VIIL. Abhangigkeit det LG.-Spaltung durch chlorid- 
aktivierte Aminopolypeptidase von der Phosphatkonzen- 
tration. 

Die normalen LG.-Ansiatze wurden verwandt, nur ohne Zusatz von 
Phosphatpuffer py 7.8. Den 5-cem-Ansitzen wurden dann wechselnde 
\lengen Phosphatpuffe1 zugesetzt. 





Zusatz LG.-Spaltung mit Aminopoly- Zusatz LG.-Spaltung mit Aminopoly- 
von peptidase in ccm n/20 KOH von peptidase in cem n20 kh OH 
Phosphat Phosphat 
in A. Po. 13 A. Po. 14 in A. Po, 13 A. Po. 14 
mol/Liter 2 mg 2 mg mol) Liter 2mg 2 mg 
0,00 0,73 m/30 0,62 0.67 
m/1000 0.71 0.55 m/10 0.30 0,35 
m 100 0,64 0.61 





Diskussion der erhaltenen Krqe bnisse 


Die Aktivierungserscheinungen, die einwertige Lonen an Amino- 
polypeptidasepraparaten hervorrufen, zeigen eine gewisse Ahnlichkeit 
mit der Aktivierung der Amylase durch lonen, die besonders von 
K. Myrbdck! eingehend studiert wurde. Auch die Speichel- und 
Pankreasamylase wird nur von Salzen einwertiger Anionen aktiviert, 
und zwar am starksten durch Chloride, schwacher durch Nitrate; Salze 
mehrwertiger Anionen iiben keinen EinfluB aus. 

Die bisher mitgeteilten Versuche haben folgendes gezeigt : 

1. Aminopolypeptidaselésungen aus Hefe, gewonnen nach Grass 
mann, Emden und Schneller2, und die daraus erhaltenen Trocken 
praparate iiben allein und in Gegenwart von Phosphatpuffer keinerlei 
Wirkung auf d, |-Leuevi-glycin aus. 

2. EKinwertige Anionen, z. B. Chloride, einerseits sowie Hefekoch- 
safte und daraus hergestellte Trockenpraparate andererseits vermoégen 
jeweils fiir sich allein in stark wechselndem, mitunter aber nur geringem 
AusmaBe eine Spaltung des Dipeptids Leucyl-glycin bei diesen Pra 
paraten hervorzurufen. 


1 K. Murbick, 1. c. W. Grassmann. L. Emden u. H. Schneller. 1. e. 








Fk. Schneider: 
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3. Die durch Zugabe von Chlorionen maximal gewonnene Aktivitat 


gegeniiber Leucyl-glycin laBt sich durch Hefekochsaft, die durch Zugabe 
von Hefekochsaft maximal gewonnene Aktivitét durch Zugabe von 
Cl’-Ionen weiter steigern. Die volle Aktivitaét des Enzyms kann also 
nur durch eine Kombination beider aktivierender Faktoren zustande 
gebracht werden, die sich demnach nicht vertreten, sondern gegenseitig 
erganzen. 

4. In Gegenwart von Hefekochsaft geniigen weit geringere Cl-Kon 
zentrationen zur maximalen Aktivierung als ohne Kochsaft. Die schein 
bare Affinitat des Enzyms zum Chlorid wird also durch Kochsattzusatz 
gesteigert. 

Die wiedergegebenen Befunde sind qualitativ ohne weiteres ver 
standlich, wenn man annimmt, da fiir die Hervorbringung der Di 
peptidasewirksamkeit in Praiparaten der Aminopolypeptidase die An- 
wesenheit beider aktivierender Faktoren, also der einwertigen Anionen 
(Chloride) einerseits und des Kochsaftaktivators (X) andererseits 
erforderlich ist. Da8B Chloridzusatz allein eine in ihrem AusmaB wech- 
selnde Aktivierung in Aminopolypeptidasepraparaten hervorruft, kann 
darauf zuriickgefiihrt werden, daB diese Praparate geringe und wechselnde 
Mengen des aktivierenden Kochsaftfaktors X enthalten. Umgekehrt 
diirfte die schwache und wechselnde, mitunter auch fehlende Aktivier- 
barkeit durch Kochsaft allein darauf zuriickzufiihren sein, daB in den 
Enzympraparaten oder im Kochsaft kleine Mengen einwertiger Anionen 
vorhanden sind. Der Kochsaft hat annahernd 30% d.Tr.-Gew. Asche 
und gibt immer eine deutliche Chloridreaktion. 

Die oben gemachten einfachen Annahmen sind dann dahin zu 
erweitern, das in Wahrheit nur der aus Enzymkolloid (Po), Kochsaft- 
aktivator (X) und einwertigem Anion (Cl) bestehende Komplex Po XC! 
kdtalytisch wirksam ist, der in folgender Weise dissoziieren kann: 

Post = row. -- Fr, (1) 

Po X > Po LX. (2) 

Bei konstanter Po-Menge und wechselnden Konzentrationen von Cl’ 

oder Kochsaft wird demnach die jeweils vorhandene Po X Cl-Menge, 

also die Dipeptidaseaktivitat, bestimmt durch die Kopplung der beiden 

Gleichungen (1) und (2). Die Po XCl-Menge ist daher abhangig von der 
GréBe der Dissoziationskonstanten dieser beiden Gleichungen: 

i _ [PoX] x [CT] . 

cer it 

[Po] x [X]. 

[PoX! 


k. 
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Ist die Kochsaftkonzentration bei konstanter Po-Menge konstant 


und groB, so kann angenommen werden falls ky einen nicht allzu 
groBen Wert hat —, daB die eingesetzte Po-Menge zum gréBten Teil als 


PoX vorliegt und die Gleichung (2) daher keinen wesentlichen EinfluB 
mehr auf das Gleichgewicht der Gleichung (1) ausiibt. Die Dissoziations- 
konstante /, miiBte dann unter diesen Versuchsbedingungen abgeschatzt 
werden kénnen. Diese Versuchsbedingungen sind weitgehend verwirk 
licht bei den Kurven der Abb. 6 und 7. Die dort abgeschatzten Disso- 
ziationskonstanten liegen etwas unter 10-3 mol/Liter. Die wahre 
Dissoziationskonstante k, diirfte also héchstens 10-3 mol /Liter betragen, 
eher aber kleiner sein. 


Bei kleinen Kochsaftkonzentrationen wird hingegen die Disso- 
ziation von Po X nach Gleichung (2) zanehmenden Einflu8 auf das Gleich- 
gewicht der Gleichung (1) erhalten und es werden erhdhte Chlorid- 
konzentrationen notwendig sein, um den Zerfall von Po XCl in seine 
Komponenten zuriickzudringen. Dies muB sich in einem Ansteigen 
der scheinbaren Dissoziationskonstanten des Chloridgleichgewichts 
ausdriicken. 


Suchte man unter den erhaltenen Ergebnissen nach Versuchs- 
bedingungen, die diesen EinfluB der Gleichung (2) zum <Ausdruck 
bringen miiBten, so kénnten diese in den Versuchen der Abb. 3 (siehe 
8.419, Abhangigkeit der sogenannten PoCl-Dipeptidase von der 
Cl’-Konzentration) verwirklicht sein. Nach der weiter oben gemachten 
Annahme soll ja die Dipeptidaseaktivitat, die durch Zusatz von Chlor- 
ionen allein in Aminopolypeptidase hervorgerufen wird, durch die An- 
wesenheit geringer Mengen des co-enzymartigen Aktivators X in diesen 
Aminopolypeptidasepraparaten bedingt sein. 


Die relative X-Konzentration in den Aminopolypeptidase- 
priparaten kann roh bestimmt werden durch den Quotienten 
Vinor tur Cl-Aktivierung F 
, poe ‘ ; are a. 
Vimar fir (Clh»az + Xmar)-Aktivierung 
Dieser Quotient, dessen Wert fiir die in Frage stehenden Priaparate 
aus den beiden letzten Spalten der Tabelle If entnommen werden 
kann, gibt an, welchen Bruchteil des vorhandenen Apo-Enzyms der 
in den Praparaten vorhandene X-Stoff zu PoX zu binden vermag. 


Wie weiter vorn beschrieben, zeigen die abgeschiatzten Disso- 
ziationskonstanten fiir die Kurven der Abb.3 Unterschiede. Die 
Dissoziationskonstanten der Cl’-Aktivierung kénnen nun mit den so 
bestimmten Hefekochsaftkonzentrationen in den Aminopolypeptidase- 
praiparaten in Beziehung gebracht werden: 
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Aminopolypeptidase Nr. 6: 


0.48 ' : 
dpo a O66. kpoct 0.0084 mol Liter, 
1.05 
Aminopolypeptidase Nr. 14: 
0,86 bs 
dp. 0.54, kpoct 0.0070 mol Liter, 
1,60 
Aminopolypeptidase Nr. 15: 
1.33 i 
dp, 0.67. kpoc 0.0042 mol/ Liter. 
1.68 


Das Aminopolypeptidasepriparat mit der kleinsten relativen 
X-Konzentration weist die gr6Bte Dissoziationskonstante auf und um 
gekehrt entspricht der gréBten relativen X-Konzentration die kleinst« 
Dissoziationskonstante. Durch diese Ubereinstimmung bekommen 
die gemachten Annahmen fiir die Art der Cl’- und X-Wirkung eine 
gewisse Wahrscheinlichkeit. 

Es soll aber nicht tibersehen werden, daB hier im wesentlichen 
nur qualitative Aussagen und Ubereinstimmungen gemacht und erzielt 
werden. Zu einer wirklichen quantitativen Behandlung des Systems 
und damit zu einer besser begriindeten Hypothese miiBten eingehender: 
Kenntnisse tiber die Art und Menge des mit Po bezeichneten Kolloids 
und der mit X bezeichneten Kochsaftkomponente vorliegen. Wiinschens- 
wert ware es, Polypeptidasepriparate zu gewinnen und zu Unter 
suchungen zu verwenden, die frei sowohl von aktivierenden Anionen 
als auch von dem co-enzymartigen Stoff X sind. Solche Praparate 
wiirden also weder mit Kochsaft allein, noch mit Cl’ allein Dipeptidase- 
wirkung zeigen, wohl aber mit beiden Hilfsstoffen zusammen!. 


1 In Tabelle IV, Nr. 3, ist dieser Fall annahernd verwitklicht 
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Zur Kenntnis der Peptidasen. 
IIT. Mitteilung!?: 
Einfache Methode zur Darstellung von Hefedipeptidase. 
Von 
Ferdinand Sehneider. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 


(Kingegangen am 17. Dezember 1910.) 


Nach den friiher iiblichen Verfahren? wurden die Hefezellen durch 
Zellgifte, wie Essigester und Toluol, zum Absterben gebracht und daraus 
die Dipeptidase durch verhaltnismaiBig lang andauernde Autolyse und 
vorheriges Abtrennen einer Vorfraktion in Lésung gebracht. Die von 
den Hefezellen befreite Lésung wurde dann bei einem py von 5,0 einer 
Reihe von Adsorptionen an Tonerde C, und Kaolin unterworfen und 
schlieBlich durch fraktionierte Fallung mit Aceton in ein Trocken- 
praparat tibergefiihrt. Abgesehen von der groBen Anzahl der not 
wendigen Operationen ist es nicht ganz einfach und bedarf einiger 
Erfahrung, wirksame Priaparate des empfindlichen Enzyms auf diesem 
Wege zu erhalten. AuBer einer Vereinfachung des Verfahrens schien 
es fiir Untersuchungen tiber die Struktur der Dipeptidase wiinschens 
wert, Priparate darzustellen, die méglichst wenig von autolytischen 
und py-Einfliissen beriihrt und veraindert sind. Das im folgenden be- 
schriebene Verfahren diirfte diesen Wiinschen weitgehend gerecht 
werden. 

Versetzt man Macerationssaft, der nach 48stiindigem Macerieren 
aus Trockenhefe (Léwenbrau, Miinchen) gewonnen wurde, vorsichtig 
mit gesaittigtem Barytwasser bis zu einem py = 8, dann fallt eine 
groke Menge eines voluminésen Niederschlags. Dipeptidase und Amino- 
polypeptidase verbleiben gréBtenteils in der Lésung; durch die Fallung 
wird die betrachtliche Aktivitaét beider Enzyme in der Lésung nicht 
sehr stark vermindert. 

Tabelle I. 





Trockenhefe Macerationssaft Nach Barytfillung 
=e Di. EB. Po. E. Di. B. Po. E. 

50 540 370 250 310 

174 1800 1760 1710 2050 


1 Die Arbeit war bereits August 1939 abgeschlossen, doch wurde 
die Veréffentlichung zufolge meiner Einberufung verzégert. 2 W. Grass 
mann u. L. Klenk, Zeitschr. f. physiol. Chem, 186, 26, 1929 
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Uberraschenderweise zeigte es sich, daB schon in diesen Lésungen 
durch sorgfaltige fraktionierte Fallungen mit Aceton unter mildesten 
Bedingungen eine scharfe Auftrennung in Aminopolypeptidase und 
Dipeptidase erzielt werden kann. 


Tabelle II. 





mg Di. E. | Po. E. | Di. W. | Po. W. 


POG ARVO UN oe eg ieac et devise n 150 180 
Fallung I mit 40°, Acetonzusatz ....... 75 0 112 0,00 15 
a II nach weiteren 10°, Acetonzusatz | 300 10 ~ 0,33 ~ 
ree. Sere De = 300 60 0 | 2,00 0 


Mit einem Zusatz von 40° Aceton wird der gréBte Teil der Amino- 
polypeptidase, aber praktisch keine Dipeptidase gefallt. Durch weitere 
10° Aceton fallt wohl ein ganz erheblicher Niederschlag, der aber 

0 £ Q 
fast keine Aminopolypeptidase und nur wenig Dipeptidase enthalt. 

. oO 
Durch weitere 50° Aceton wird ein Niederschlag erhalten, der keine 
Aminopolypeptidase mehr enthalt, dafiir einen groBen Teil der Dipepti- 
dase. Der Dipeptidasewert des so gewonnenen Dipeptidasetrocken- 
5 
praparats ist sehr hoch und ist den besten nach der Methode von Grass- 
mann und Klenk! erhaltenen gleich. 


Versuchshbeispiel. 


174g Trockenhefe (aus Léwenbrauhefe, Miinchen) wurden mit 
520 eem Wasser 48 Stunden lang maceriert und dann abfiltriert. Von 
dem erhaltenen Macerationssaft (1800 Di.E. und 1760 Po.E.) wurden 
200 cem mit gesittigtem Barytwasser (etwa 40 ccm) bis zu einem 
pu-Wert ~ 8,0 versetzt. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde ab- 
zentrifugiert und mit wenig Wasser py = 8,0 ausgewaschen. Die 
vereinigten iiberstehenden Lésungen wurden dann mit Essigsaure 
auf pu = 7,0 gebracht. 

Nach Barytfallung: 342 cem, 1cem auf 10 ccm verdiinnt und davon 
]eem verwandt: 


LG. LGG. 
1,20 cem n/20 KOH 1,21 eem n/20 KOH 
1710 Di.E. 2050 Po.E. 


Fraktionierte Fallung mit Aceton : 30 ccm dieser Lésung (180 Po. E., 
150 Di. E.) wurden soweit wie méglich unterkiihlt und erst mit 12 ecm 
Aceton, dann mit weiteren 3 ccm Aceton und schlieBlich mit nochmals 
15cem Aceton (alle — 10°) gefallt. Die Temperatur stieg in keinem 
Falle iiber +- 2 bis + 3°an. Die Fallungen wurden jeweils abzentrifugiert 


1 W.Grassmann u. L. Klenk, 1. ¢. 
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und sofort durch weitere Behandlung mit Aceton und Ather in Trocken 
praparate tbergefihrt. 


Kaillung | (40°, Aceton): 75 mg, 112 Po. Ek 


La, LGGd, 
ee WA so crcad estes weds 0,00 cem n/20 KOH 0.60 cem n/ 20 KOH 
BP ge. pea ed eee ede 0,00 ,, n/20 KOH 1SsS ., n/20 KOH 
Falling I] (50°, Aceton): 300 mg, 12 Di. FE 
LG LGG 
0 mg O.17 cem n/20 KOH 0.038 com n/20 KOH 


Fallung TIL (100°,, Aceton): 300mg. 60 Di. E.. Di. W. 2.00 
LG LGG 
1.0 mg 0.47 cem n/20 KOH 0.00 com n 20 KOH 


In seiner Einfachheit und beziiglich der Ausbeuten wiirde dieses 
Verfahren zur Herstellung von Dipeptidasetrockenpraparaten vollauf 
gentigen. Die Gewinnung aus Macerationssaft hat nur den einen Nachteil, 
daB zwei Tage maceriert werden muB und das Enzym durch diese 
lange Herstellungsdauer einer Reihe von Einwirkungen ausgesetzt 
sein kann. 

Um das Darstellungsverfahren abzukiirzen, wurde versucht, aus 
Lebedew-Saft, doh. aus einem durch kurze Maceration bei etwas erhdhte 
Temperatur erhaltenen Hefeauszug, auf demselben Wege wie beim 
Macerationssaft zu Dipeptidasepraparaten zu gelangen. Durch Paralle| 
versuche wurde die giinstigste Wassermenge, Einwirkungsdauer und 
Temperatur fiir die Herstellung des Lehedew-Saftes aus Trockenhete 
zur Gewinnung der Dipeptidase ermittelt. Aus diesen so gewonnenen 
Lebedew-Satten konnten dann durch Barytfallung bei py S und 
fraktionierte Acetonfallung bei py 7 ebenfalls in guter Ausbeute 
Dipeptidasetrockenpraparate, vollstandig frei von Aminopolypeptidase, 
erhalten werden, Proteinase war in den Praparaten praktisch nicht 
bestimmbar. 


Darstellungsmethode fiir Dipeptidase. 


100 ¢ Trockenhefe (aus L6wenbrauhefe, Miinchen) werden langsam 
unter Riihren in 250 ecm Wasser von 40° C eingetragen und 3 Stunden 
bei dieser Temperatur langsam geriihrt. Nach dieser Zeit werden weitere 
50 cem Wasser zugegeben und noch eine halbe Stunde geriihrt, wobei 
eine diinnfliissige L6sung entsteht. Dann wird scharf abzentrifugiert 
und die tiberstehende Lésung mit gesattigtem Barytwasser auf ein py 
von 7.8 bis 8.0 gebracht. Der entstehende voluminése Niederschlag 
wird abzentrifugiert, der Niederschlag auf der Zentrifuge mit wenig 
m/30 Phosphatpuffer aufgewirbelt und nochmals zentrifugiert Uber 
stehendes und Waschwasser werden vereinigt und mit Essigsaure auf 
pu 7.0 gebracht. Die auf 0° bis 20 C gektthilte Lésung wird mit 
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der Halfte gekiihltem Aceton (— 10° bis 15°), dem soviel alkoholische 
Kalilauge zugesetzt war, um in der Fallungslésung den py-Wert auf 7.0 
(Indikator: Bromthymolblau) zu halten, versetzt, wobei die Temperatur 
nicht iiber ~ 2° bis + 3° C ansteigen soll: der entstehende Niederschlag 
wird rasch abzentrifugiert, der Niederschlag verworfen und das Uber- 
stehende nochmals mit derselben Menge Aceton unter den gleichen 
Jedingungen gefallt. Dann wird abzentrifugiert und der Niederschlag 
auf tibliche Weise méglichst rasch mit Aceton und Ather in ein Trocken- 
praparat tbergefiihrt. 

Auf diese Weise ké6nnen aus 100 ¢ Trockenhefe etwa 1,5 bis 2.0 ¢ 
eines Dipeptidasepraparates mit einem Dipeptidasewert! von 0,7 
bis 1,2, véllig frei von Aminopolypeptidase, gewonnen werden. 

Bei der Dipeptidaseherstellung aus Lebedew-Saft fallt auf, daB im 
Lebedew-Saft von vornherein verhaltnismaBig viel weniger Aminopoly- 
peptidase enthalten ist, als im Macerationssaft. Dies steht im Einklang 
mit den friiher? bei der Autolyse gewonnenen Ergebnissen, wonach die 
Aminopolypeptidase viel schwerer aus der Zelle herausgeht als die 
Dipeptidase (vgl. Tabelle I11) 


Tabelle III. 





Procken Lebedew ->att Nach Barytfillung Trockenpraparat 
hefe 
in g Di. E. Po. B. Di. E. Po. E. mg Di. E. Di. W. 
50 270 93 218 1630 180 1.1] 
200 1340 195 990 225 1380 510 Ea 
180 900 330 660 110 3290) 245 0,75 
50 195 150 600 71 1,18 


Nach dem eben beschriebenen einfachen und schonenden Ver- 


fahren ist es méglich geworden, in sehr kurzer Zeit z. B. an einem 
Vormittag mehrere Gramm Dipeptidase mit einigen Hundert Di- 
peptidase-Einheiten herzustellen und die Dipeptidase ist damit ein 
sehr leicht zugiéngliches Enzym geworden. 


' Dipeptidase-Wert Dipeptidase-Kinheiten pro 10mg. > Vel 
W. Grassmann, L. Emden u. H. Schneller, diese Zeitsehr. 271, 217, 1934. 











Uber die Flavingiirung 
der Aceton-Butyvlalkoholbacterien. LV. 
Von 
Izue Yamasaki. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Kyushu-Unives 
sitat in Hukuoka, Nippon 
(Kingegangen am 27. November 19140.) 


Mit 5 Abbildungen im Text 


In den drei friiheren Arbeiten haben wir festgestellt: 1. Aceton 
But vlalkoholbacterien (Chlostridium acetobut vlicum Weizmann) kénnen 
bei Wachstum und anschlieBender Garunge in Gegenwart von iiber 
schiissigem CaCO, einen als Vitamin B, wirksamen Flavinfarbstoft 
in der Getreidemaische produzieren (1,2). 2. Dieses ,.Garungsflavin 
kann nach einer von uns selbst verbesserten Methode sehr leicht und in 
hoher Ausbeute kristallisiert iso 
liert werden und stimmt in allen 
Kigenschaften mit dem  Lacto 
flavin tiberein (3). Nach diesem 
Verfahren wurden 96 mg rohe 
Kristalle (Schmelzpunkt 270° C) 
aus 30 Liter 4° -iger Reismaische 
vewonnen und daraus durch Um 
kristallisieren ein analysenreines 


Flavin vom Schmelzpunkt 273°C 





(unkorr.) erhalten (Abb. 1). Das : 
reine Garungsflavin zeigte eine : 
chemische Zusammensetzung von 
54,14°, C, 5,624 °% Hund 14,9°) N 
und konnte in Dosen von 7 bis 10 pro Tag und Tier normales Wachs 


Abb. 1. Kristallisiertes Girungslactoflavi 


tum bei Ratten hervorrufen. AuBerdem wurde das Lactoflavin erst 
malig als Bacterienfarbstoff isoliert. 3. wurde in dieser Methode ein 
neues biologisches Verfahren zur Lactoflavinherstellung aufgefunden 

Hervorzuheben ist, daB Clostridium acetobutylicum, ein Vertreter 
der anaerobischen Gairungsbacterien, auf diese Weise eine starke Chromo 
genitat entwickeln kann, die sonst unbemerkt geblieben ware, und dal 
fiir die Einheitlichkeit der Flavine ein neuer Beweis gegeben wurde 
da das Garungsflavin, ein neues Glied der natiirlichen Flavine. mit 
Lactoflavin identisch ist. 

In bezug auf die Rohmaterialien fiir die Flavingewinnung § soll 
noch erwahnt werden, dali Nacktgerste weit giinstiger als Reis fiir diesen 


+ 


wy 
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Zweck ist, z. B. bestimmten wir in 4° iger Nacktgerste-Maische nach 
dem Lumi-Verfahren etwa 8380 y Lactoflavin in 100 cem und konnten 
aus 25 Liter derartiger Maische etwa 150 mg Géarungsflavin in kristalli- 
sierter Form gewinnen, 

Je nach ihrer Entstehungsweise unterscheiden wir zwei <Arten 
von Bacterienflavin, ein Zellflavin, welches gebunden als Zellbestandteil 
vorkommt, und ein Garungsflavin, welches sich in freier Form in der 
Garfliissigkeit ausscheiden laBt. 

Warburg und Christian (4) bestimmten den Flavingehalt der Zellen 
von verschiedenen Mikroorganismen und fanden als Héchstwert etwa 
130 y pro g Trockensubstanz in den Zellen von Clostridium but yvlicum, 
einem typischen anaerobischen Géarungsbacterium. 

In Tabelle | wird diese Zahl verglichen mit der von Garungsflavin 
(ebenfalls bezogen auf die Zellsubstanz der Aceton- But vlalkoholbacterien, 
die in der Getreidemaische nach der Angabe von Wi/son et al. (5) etwa 


0.72 Trockensubstanz pro 1000 com betragt). 


Tabelle I. Flavin der anaerobischen Bacterien. 





Art des Flavins mgauf kg Trockensubstanz 
Zellflavin des Clost. butylicum (kolorimetrisch bestimmt) 91— 136 
Garungsflavin des Clost. acetobutylicum 
BOGUOTE MUN TUOIBIOGINGDG: 6 ooo eco hb hos oe oe ct ees wees 4 600 
99 so. INMORUROTECOMAICONS . .... 6 ioc ciate ccecs 7 600 
Kolorimetrisch bestimmt in der Nacktgerstemaische 11 400 


Verhaltnis: 91 ~ 136: 11 400 
1:128 ~ 88 


Die Tabelle zeigt, daB unter den Bedingungen der Flavingéirung 
die Fahigkeit der Bacterien zur Flavinsynthese um mehr als das SS fache 
gesteigert wird. 

Uber die natiirliche Verbreitung sowie die physiologische Funktion 
des Lactoflavins sind wir durch viele mustergiiltige Arbeiten gut unter- 
richtet, aber die Kenntnis iiber die Entstehungsweise des Lactoflavins 
fehlt uns heute noch. So darf man sagen, daB die Aceton-But vlalkohol- 
bacterien der Flavingaérung in dieser Hinsicht eines der geeignetsten 
Versuchsmaterialien darstellen. 

Die unten beschriebenen Versuche sollen dazu beitragen, diese 


Frage zu klaren. 
I. Zeitpunkt des Zusatzes von Ca€ Os. 


Der Zeitpunkt des Ca-Zusatzes ist ein wichtiger Faktor, d.h. fiir 
den Effekt des Ca-Zusatzes bei der Flavingérung spielt es eine groBe 
Rolle, ob das CaCO, bald oder erst langere Zeit nach der Impfung zu- 








i 








Klavingarung der Aceton-Butyvlalkoholbacterien. I\ 133 


vesetzt wird. Wie man aus Tabelle LL ersieht, wird die Flavinbildung 


um so schwacher, je spater der Zusatz erfolgt 


Tabelle Il, Abhangigkeit der Flavinbildaung vom Zeitpunkt 


des Cal (),, ZAusatzes 





1°, CaCO.-Zusatz zur 4 °oigen Nacktgerstmaise he 


Zusatz von Caco 


nach nach one CatO 
Pieces std 7 Std 

Relative Farbung der Flavinmaische LOO 61 30 0 
Aceton gebildet g100cem .......... 0,160 0,165 0,183 0,297 


Die hemmende Wirkung des zugesetzten Ca-Salzes auf die Aceton 
bildung bleibt wohl noch bestehen, wenn der Zusatz auch erst nach 
7 Stunden erfolgt, dagegen vermindert sich der EinfluB des Ca auf 
die Flavinbildung um etwa 40°. oder sogar 70°). ye nachdem, ob der 
Zusatz um 4 oder 7 Stunden verspiitet erfolgte 

Daraus mu man schlieBen, daB die beiden Vorginge. Flavin 
synthese und Acetonbildung, entgegen unseren friiheren) Annahmen 
voneinander weitgehend unabhangig verlaufen und das nur solche 
Bacterienzellen, die in Anwesenheit von tiberschtissigem CaCO. ge 


wachsen sind, diese neue Eigenschaft erworben haben. 


Il. Periode der Flavinbildune. 


Zuerst miissen wir wissen, in welcher Pericde des Garverlaufs das 


Flavin in dem Gargut auftritt. Nach dem Aussehen kann man nattirlich 


Tabelle IT] Auftreten des Farbstoftes 
Craransatze: 4 Litet Nacktgerstematsche wurden in Anwesenheit Von 
1°, CaCO, mit 20, 100 und 200 com Reinkultur beimpft: von da an wurden 
von Zeit zu Zeit je LOcem des Garguts entnommen, mit LO cem Aceton 
versetzt und filtriert. 





Zeit nach Versuch L Versuch IL Versuch HE] Zelt nach Versuch 1 Versuch IL Versuch HI 
Crarunygs- Riicwnae 
beginn (ussaat \ussaat \iissaat begint \ussaat \ussaat Aussaat 
in Std. 20 ecm 100 cem 200 cem in Std 0 cem 100 cer 200 ¢ 
) v Y 0 07 LOO 
18 0 70 100 100 
24 a 100 Qh 100 100 
32 7 LOO : 
$2 100 Ende der | 
Q ’ ») 1 g 
48 100 LOU 100 Gairung (zs 
54 100 nach Std 





KFarbmessung: Die Farbung des Filtrats wurde direkt im Zesssschen 
Stufenphotometer mit) Farbfilter S47 im einer Schichtdicke von 5mm 


gemessen und in ©, der maximalen Farbung ausvedriickt 
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nicht dariiber entscheiden, weil auch das bereits gebildete Flavin infolge 
phytochemischer Reduktion bis gegen Ende der Garung als Leukoform 
vorhanden sein dirfte. Deshalb maBen wir photometrisch die Farbung 
der Garfliissigkeit in bestimmten Zeitintervallen von Anfang der Garung 
an. Die Ergebnisse sind aus Tabelle III zu ersehen. 

Die Farbstoffbildung lauft also der Garung weit voran und scheint 
dem Wachstum der Bacterien fast parallel zu gehen. Daher liegt es nahe, 
das Garungsflavin nicht als Garprodukt in engerem Sinne, sondern 
vielmehr als Produkt der assimilatorischen Vorgange der Bacterien 
zu betrachten, 

Dennoch méchte ich die Bezeichnung ,,Garungsflavin’: beibehalten 
weil dadurch die Herkunft des Farbstoffes am allgemeinsten ausgedriickt 
werden kann. 

IIf. Medium der Flavingirung. 

Da Molke sowie Hefewasser als Nahrfliissigkeit fiir diese Bacterien 
ebenso gut wie Getreidemaische geeignet sind, so sind sie auch fiir die 
Flavingérung gleicherweise brauchbar. 

Beide Fliissigkeiten enthalten aber ein eigenes Flavin. Molke 
weist nach Kuhn et al. (6) etwa 45 y Flavin pro LOO cem auf. Nach 
der Flavingéarung der Molke bestimmten wir das darin enthaltene ge- 
samte Flavin im Tierversuch und fanden in 0,76 cem der vergorenen 
Molke etwa eine Ratteneinheit Flavin (7 bis 10 y). Also wurde durch 
die Garung der Flavingehalt der Molke etwa auf das 20fache gesteigert. 

Hefewasser, welches aus 100 ¢ frischer Bierhefe pro Liter hergestellt 
wurde, soll unter der Voraussetzung, daB das gesamte Flavin der Hefe- 
zellen in die Fliissigkeit tibergegangen ist, etwa 75 y pro LOO ccm ent- 
halten. Nach der Flavingirung fanden wir im Hefewasser, dem als 
C- Quelle 3°, Starke bzw. Traubenzucker zugesetzt wurde, kolorimetrisch 
nach dem Lumi-Verfahren etwa 685 y Flavin pro 100 cem und im 
Tierversuch pro 1,0 ccm ungefahr eine Ratteneinheit Flavin: hier stieg 


der Flavingehalt also auf mehr als das 10fache. 


IV. Flavingiirung auslésende Zusiitze. 

Nachdem wir wissen, daB CaCO,-Zusatz die Flavingarung der 
Aceton-Butvlalkoholbacterien auslést, war es wiinschenswert, noch 
andere Stoffe zu finden, die gleiche Wirkung wie das CaCOs, auf die 
Bacterien ausiiben kénnen. Dabei verfahrt man folgendermaBen: 

$°ige sterile Reis- bzw. Nacktgerstemaische wird, wie schon be- 
schrieben, mit einer Reinkultur beimpft und bald darauf an Stelle des CaCO 
mit dem Salz, dessen Wirkung gepriift werden soll, in passender Menge 
versetzt. Nach beendeter Garung vergleicht man kolorimetrisch die Farbung 
der vergorenen Maische gegen die der unter CaCQO,-Zusatz als Kontrolle 


Baws 
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angestellten Flavinmaische. Die Salzmenge mu so gewahlt werden, dab 


das Bacterienwachstum dadureh nicht gehemmt wird 


Die KEreebnisse sind in Tabelle [LV zusammengesteilt 








Tabelle IV. KinfluB der Salze auf die Garung 
Zusatzme na , P si ar Relative Acetor 
Sala in °,, der Maische Wachstum relbfarbung Farbung « 100 cem 
CaCO, 1.0 gut stark 100 0.110 O.170 
Ca (CH,COO), 0,5 gut mabig 13 0.310 
1,0 - schwach 0.325 
2,0 schlecht Null 0,098 
Ca (C, H; O32) 0,5 gut mabig ol 0,245 
1.0 a 69 0.165 
2.0 schlecht Null 0.081 
Bal O, 1,0 gut maBig Ad 0,123 
Ba (CH,;COO), 0,5 stark 86 0,313 
Ba (C,H. 0.) 0.5 RY 78 0,243 
1,0 mabig 61 0,205 
Pb (CH,COO), 0,025 gut stark 90 0,312 
0.05 m 40 0.310 
O10 maBig 60 0,295 
Mg (CH. COO) O maBig Null 0.314 
Mg (C,H. Os). 0,5 schlecht i 0,176 
CaCl, 0.5 maBig Null 0,300 
BaCl, OD - a 0,245 
MgCl, 0,5 gs “a 0,255 
Zn CO, 1,0 schlecht Null 
Zn (CH,COO), 0.025 gut : 279 
0,05 a 5 0,284 
0,10 & = 0,290 
MnSO, 0,025 gut Null 0.285 
0.05 at ai 0.265 
Cu(CH,COO), 0,005 gut Null 0,271 
0,01 maBig “ 0.220 
0,02 schwach 


Ca und Ba kénnen als Salze von fiir das Bacterienwachstum nicht 
stark giftigen Sauren. z. B. als Carbonat, Acetat und Lactat, in eimet 
Menge von 0,5 bis 1,0°) stets Flavingarung hervorrufen, als Chloride 
sind sie jedoch wirkungslos. 

Es ist héchst bemerkenswert. daB auch Bleiacetat ftir diesen 
Zweck verwendbar ist. das in einer Konzentration von tiber 0,1 ° 
giftig auf das Wachstum wirkt und schon bei 05°, das Bacterien 
wachstum ganzlich unterbindet. So miissen wir uns fragen, ob der 
hier scheinbar infolge der Giftwirkung des Bleies auf die Zellen gebildete 
gelbe Farbstoff mit dem Garungsflavin identisch ist. In Tierversuchen 
liber die Vitamin B,-Wirkung des Farbstoffes der Bleimaische konnten 
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wir in der Tat feststellen, daB er genau so wirksam wie das isolierte 
Garungsflavin ist. 

Damit wurde gezeigt, daB es neben CaCO. noch einige Stoffe gibt, 
welche die Flavingatung der Aceton-Butyvlalkoholbacterien in Gang 
bringen kénnen, daB aber das CaCO, darunter doch die ausgepragteste 
Wirkung besitzt. 

Mg, Zn und Mn haben dagegen keinen EinfluB, wenn sie auch sonst 
in der Bacterienphysiologie eine Rolle spielen. 


Cu ist wirkungslos, trotzdem es auch ein Zellgift ist wie Pb. 


\. Eisen als spezifisches Hemmungsmittel der Flavingiirung. 

Setzt man der Flavinmaische vor bzw. bald nach dem Beimpfen 
Eisen in der Ferro- oder Ferriform in geringen Spuren zu, so erfolgt 
keine Flavinbildung mehr (Tabelle V und VI), Wachstum und Garung 
der Bacterien scheinen jedoch demgegeniiber sogar dadurch beférdert 
zu werden. 

Diese hemmende Wirkung auf die Flavingérung ist spezifisch 
nur an das Eisen gebunden, das bis jetzt durch keine andere Substanz 
ersetzbar gefunden wurde. 


Tabelle V. Hemmende Wirkung des Ejisens. 
Maische: 4°,ige Nacktgerstemaische. Versuchsbedingungen: Zusatz von 
1% CaCOg. 





Zugegeben als FeSO,-7HLO 
K ontrolle 


ohne Fe-Zusatz 0,0005 °, O00L % 0.002 
1,8-10-5Mol 3.6. 10-5 Mol 7,.2-10-° Mol 
Wachstum .......... gut iippig iippig iippig 
Flavinbildung ....... stark Spur Null Null 
BIIOIS 6 650 oa oe wh 2,15 2,60 2,40 2,50 
Aceton g/l00cem ... 0,170 0,167 0,122 0,116 
, Solvent cem/100 cem 0,53 0,37 0,40 0,35 


. Solvent’ bedeutet die Surmme von Aceton, Butylalkohol und Athyvlalkohol. 


Tabelle VI. Hemmende Wirkung des Eisens. 
Maische: 4°,ige Nacktgerstemaische. Versuchsbedingungen: Zusatz von 
005°, Bleiacetat. 





Zugegeben als FeSO,-7H,O 
Kontrolle 


ohne Fe-Zusatz 0,001 °, 0,002 %, 
3,6+°10° > Mol 7,2 - 10-5 Mol 
ET a gut iippig iippig 
Flavinbildung .......... stark Spur Null 


Aceton g/l00 ccm ....... 0,312 0,315 0,312 
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Die Anwesenheit von Eisen in einer molaren Konzentration von 
3.6 -10>-5 bis 7.1 - 10-5 erlaubt den Bacterien in allen Fallen der Flavin 
varung keine Farbstoffbildung mehr. Dieses Verhaltnis gilt auch fii 
Molke sowie Hefewasser. 

Die Abwesenheit von Eisen ist also eine unentbehrliche Bedinguneg 
fiir die Flavingarung. 

Bei Auswahl sowie Aufarbeitung der Materialien zur Herstellune 
des Mediums der Flavingaérung muB man diesem Punkt besondere Auf 
merksamkeit schenken. Die Unverwendbarkeit von Wurzelknollen 
wie Batate, Kassawa und Kartoffel an Stelle von Cerealien beruht 
héchstwahrscheinlich auf ihrem Gehalt an léslich werdendem Eisen 

Unter Beriticksichtigung der Atmungstheorie von Warburg kann 
man nach diesen Befunden vermuten, da} die Zerst6rung oder Ver 
minderung des Atmungsvermoégens der Bacterien die direkte Ursache 
fiir die Flavinbildung sei. 

Bei Versuchen in dieser Richtung unter Anwendung von KCN 
als Atmungsgift, welches bis zu 0,001°. ohne wesentliche Schadigunyg 
auf das Bacterienwachstum zugesetzt werden konnte, fanden wir gar 
keine unmittelbare Beziehung zwischen KCN und Flavinbi'dune. 
Diese Tatsache stimmt mit der Angabe von Warburg und Christian (4) 
iiber die Atmung der Buttersaurebacterien insofern tiberein, als die 
kleine Sauerstoffatmung dieser Bacterien hauptsachlich tiber das gelbe 
Ferment geht und dehsalb durch KCN nicht gehemmt wird. In dieser 


tichtung miissen noch weitere Versuche angestellt werden. 


Priifung auf Vitamin B.-Wirkung mit Hunden als Versuehstieren, 


Lactoflavin (Vitamin B,) ist, wie bekannt, ein unentbehrlicher 
Vachstumsfaktor fiir Ratten und vermutlich auch fiir alle gréBeren 
Tiere, doch wurde es fiir diese noch nicht bewiesen. 

Bei Versuchen mit gréBeren Tieren begegnen uns viele Schwierie 
keiten, auBerdem mu eine riesige Menge der Nahrsubstanz im Vorrat 
angeschafft werden; deshalb hielt man es fiir aussichtslos, dabei zu 
einwandfreien Ergebnissen zu gelangen 

Wir haben jedoch unter Benutzung von jungen Hunden als Versuchs 
tiere und unter der nachfolgend beschriebenen verhaltnismabig ein 
fachen Versuchsanordnung ein zuverlissiges Resultat erhalten 

Die Versuchsanordnung war folgendermaben: 

Versuchstiers Junge Hunde wurden kurz nach der etwa 380tagigen 
Saugezeit in die Versuche eingesetzt. Sie wogen etwa 700 bis 2000 ¢ je nach 
der Rasse. Da kleinere Hunde unter der Einsamkeit zu leiden scheinen, 
haben wir sie wahrend der ganzen Versuchszeit in Gruppen immer einen 
von jeder Brust im Zuchtraum gehalten 
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Vitamin By-armes Grundfutter. Wir verwendeten polierten Reis und 
Mische, die beide, wie bekannt, arm an Vitamin B, sind. Der in der japani- 
schen Kiiche allgemein verwendete wohlschmeckende Trockenfisch wurde 
zu teinen Flocken geschabt und mit viel Wasser drei- bis viermal gekocht, 
um die léslichen Stoffe zu beseitigen, dann gepreBt und getrocknet. Das 
so ausgewaschene Fischprotein wurde beim Gebrauch noch einmal ze1 
klemert, 


Zusammensetzung des Grundfutters: 


peices de cl RRR Aly eA a a ee 65% 
Ausgewaschenes Fischprotein .............. 20 9 
eo) age ne ASS Se te SD a ee a ae 10% 
Salzgemisch nach Me Collum .............. os 
ROM Ms 5 ay aheo Nig rk Bie eam hae a ook ake Me NS 3 
0 Ga Bre an nee eters SOR Bagh A ee re Cee eee LS. 


Daneben Leitungswasser. 


AuBerdem wurden 38 c¢cem Oryzaniniésung (von Sankyo Co., Tokyo) als 
Vitamin B,-, | cem Lebertran als Vitamin A- und D-Quelle per os pro Tag 
und Tier gegeben, Vitamin B, ist im Reis geniigend enthalten und Vitamin (C 
ist fiir Hunde entbehrlich 

Zubereitung und Verabreichung des Futters, Gedimpfter Reis, ze1 
kleinertes Fischprotein, Fett und Nahrsalze wurden mit wenig Wasser 
durcheinandergemengt und das so bereitete Futter den Tieren, um es 
moglichst frisch zu verabfolgen, taglich dreimal in mehr als ausreichender 
Menge vorgesetzt; nichtaufgenommene  Futterreste wurden  jedesmal 
entfernt. 

Vitamin By: Es wurden 0,2 bis 0,5 cem des rohen Garungstlavinsyrups 
der Nacktgerstenmaische gegeben, von dem, wie schon mitgeteilt, 0,013 cem 
eine Ratten-Einheit Flavin enthalten. 


Die Ergebnisse der Fiitterungsversuche sind in Tabelle VIL und VIII 
und den Kurven 2 und 8 dargestellt. 


Tabelle VIL. Wachstum der Hunde mit bzw. ohne Garungstlavin. 





\ 1. Versuchsreihe. Hunderasse: GroB 
ersuchs- 
dauer Zulage Koérpergewicht in g 
in Wochen : , 
ae Nr. 3. ¢ Nr. 4. ¢ Nr. 5. @ Nr. 6. f 
Beginn 2150 2080 1850 1920 2170 
Flavin ohne ohne ohne ohne ohne 
l 2280 2380 2100 2180 2350 
2 2410 2310 2250 2330 2380 
3 2480 2280 2280 2480 2440 
Flavin cem 0,5 0.5 0.5 
4 2500 2080 3080 3470 3420 
5 ging zugrunde 2030 3720 $240 3840 
Flavin cem 0,2 ohne 
6 2580 3930 $100 4270 
7 YRIO 1240) 4020 5000 


8 3170 4300 4400 1820 
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Tabelle VIIL. Waechstum der Hunde mit bzw. 


ohne Garungstlavin 





IL. Versuchsreihe 
Versuchs- 
dauetr Zulage 
in Wochen 


Hunderasse : Klein 
KOrpergewicht in « 





Ill. Versuchsreih 
Hunderasse 





Nr. 1I—1. ¢ Nr. Il-2 Nr. Jil—1 
Beginn 700 LOO0 1200 
Flavin cem 0,2 ohne ohne 
l S00 LOO0 L180) 
2 8950 ging zugrund 1200 
Flavin cem 0.2 
3 L000 1570 
i 1120 19?0 
5 1240 2110 
6 1480 2240 
Flavinfreier Syrup 
7 1500 ~ HOO 
ra 1650 27TDO 
Q L800 S000) 
10 2OO0 3140 
11 2120 3360 
12 2ID() 3540 
Flavintfreier Syrup 
13 PRADO O70 
14 2440 2 S00 
15 2650 3900 
16 2720 3980 
i7 2830 4220) 
18 3000 140) 
19 297) 4?80) 
20 3070 4500 
21 2950 1610 
22 8200 Lov 
23 3210 L630 
4000; 
q 
na ; 
& 3000 aa 
S J~, 
S 
Ye ss 
= 1000 | | Td 
& / | a 
™ a ee ee ee 
0 > a a mo Le 


Oauer 


Abb. 2. Wachstumskurven der Hunde von 


Wie man sieht, erweisen sich bei diesen Versuchen junge 


(Lactoflavin) erfolgt, wenn dieses fehlt, dagegen 


Woche 


Versuchsreihe | 


Mittelgro 
horpergewicht 


\ 


I 


! 
I sz 


100) 


ohne 


1210 


PPO) 


L280) 
P580) 
L310 
Lea 
0.5 
L350 
L380 
L280) 
1500 
1620 
1760 


ohne 


L750 
1800 
2000) 
1960 
2060 
2420) 
PAO 
~ 580 
2550 
2400) 


PBAU 


Hunde 
als gute Versuchstiere, da ihr Wachstum erst nach Zulage von Vitamin B, 
Wachstumstillstand 


eintritt. Manchmal geht das Tier infolge der durch den Lactoflavin- 


mangel fehlenden FreBlust an Schwache zugrunde, ohne sonstige Krank 


heitserscheinungen zu zeigen. 
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Wenn auch die Hunde mit dem oben benutzten Grundfutter nicht 


bis zur vollen GréBe auswachsen konnten, so ergibt sich doch aus diesen 
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Abb. 3. Wachstumkurven der Hunde von Versuchsreihe TL und ttt 





Abb. 4 und 5 


Rechts aut den Bildern: Nr. IT 
betrug 


Links auf den Bildern: Nr. Ll 


Resultaten eindeutig, daB Vitamin By ein 
Wachstumsfaktor fiir Hunde ist (Abb. 4 


und 35) 





Hunde der Versuchsreihe LL. 
1, mit Girungsflavin, die Gewichtszunabme in 19 Woche: 


410g (von 


2, ohne 


1200 ¢ 


Flavin, 


die 


1610 ¢ Kérpergewicht) 
Gewichtszunahme in 


betrnug 1350 ¢ (von 1200 ¢ aul 


2550 ¢ Kérpergewicht) 


21 Wochen 





VIL. Zusammenfassung. 


1. Der Zusatz von CaCO, bei der Flavingarung mub 


bald nach dem Beimpfen erfolgen. 
| 


2 Lactoflavinbildung und Acetonbildung bei der 


verlaufen weitgehend unabhangig voneinander. 


vor 


bzw. 


Flavingarung 





ht 





ney 
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3. Molke sowie Hefewasser sind ebenfalls geeignete Nahrfliissig 
keiten fiir die Flavingaérung. 

t. Auber Ca COs, gibt es noch andere Stoffe. durch deren Zusatz 
eine Flavingérung ausgelést wird. 

5. Eisen wirkt als ein spezifisches Hemmungsmittel fiir die Flavin 
garung. 


6. Lactoflavin ist auch fiir junge Hunde ein wachstumsférderndes 


Vitamin, 


Fiir die Unterstiitzung der Arbeit danke ich ergebenst der Reichs 


anstalt fiir Reisforschung des Ministeriums fiir Land- und Forstwirtschaft 


Literatur. 
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oii, 19Sd. 5) P. W. Wilson, W.G. Peterson u. EF. B. Fred, J. Bact. 19, 
231, 1930. 6) R. Kuhn, T. Waqner-Jaureqqu. HM. Kaltschmitt. Berd. Deutseh 


chem. Ges. 67, 1452, 1934 
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Uber das Abmagern durch Sent 

gas. SS. 82. 

Tischer, J.. FE. Illner und R. Seidl. 
Uber die Inhaltsstoffe der Friichte 

I. Mit- 

Kette 

mit einem Anhang tiber die Ble 

S. 366. 

Uber die Inhaltsstoffe det 

Rhus 

CGewinnung und 

S. 378. 


von Rhus typhina L. 


teilung: Untersuchung der 
chung des Fettes. 
P Jose ye. 
tvphina  L. 


Friichte von 
Il. Mitteiling: 
Nachweis der Apfelsdure. 


1 " sh 10 Ss 


Yaa, 


Take yosh ; Naga 


Tomoi, 


Trappe, Wolfgang. Die Trennung von 
hbiologischen Fettstoffen aus ihren 
naturlichen Gemischen dureh An 
wendung von Adsorptionsséiulen 
I11. Mitteilung: 
phosphor- und stickstofffreien Li- 


poidfraktionen, S. 97, 


Abtrennung der 


U'jsaghy, Paul. Einfache Methode zu 
Bestimmung alle: 


KiweiBfraktionen und des Gesamt 


quantitativen 
eiweibgehaltes im normalen und 
pathologischen Liquor. 8S, 264. 

Artturi I., Pekka 


und Torsten Storgards. Die Aroma 


lortanen, Kontio 


bildung bei der Rahmsauerung 
S. 215. 

Vdlksen, Wilhelm s. Waldemar Kroner 

Helmut, Werner Griining 

Wohlisch. 
nung und Kochsalzkonzentration 
S. 325. 

Wohlisch, Edgar s. Helmut Weitnauer. 


Yaumajfuji, K., 


Weitnauer, 


und = Kdgar Blutgerin 


H. Imagawa und T 
Uber die Wirkung von 
Chloroform oder Toluol auf die 
Katalase der Hete. S. 220. 
~M. Mukae und R. Ryushi. 
die Sauerstoffaktivierung 
feste Grenzflachen. SS. 314. 
Uber die 
girung der Aceton-Butylalkohol 
bacterien. IV. S. 431. 


Inouye p 
Uber 
durch 


Yamasaki, Izue. Flavin 




















